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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de POs-Graduacao em Zootecnia
Universidade Federal de Santa Maria

AVALIACAO DE INDICADORES DE ADAPTACAO A MUDANCAS

DIETETICAS EM RUMINANTES
AUTORA: ROBERTA FARENZENA
ORIENTADOR: GILBERTO VILMAR KOZLOSKI

Santa Maria, 19 de dezembro de 2013.

Foram conduzidos dois ensaios de digestibilidade in vivo com ovinos para
avaliar o impacto da mudanca de dieta sobre varidveis nutricionais, incluindo
consumo voluntario, digestibilidade e fermentacdo ruminal, bem como estabelecer
qual o tamanho de periodo de alimentacdo necessario para se obter valores
reproduziveis destas variaveis. O Ensaio 1 foi conduzido com 10 ovinos da raga
Corriedale (34 = 5 kg de peso corporal (PC)), mantidos em gaiolas de metabolismo,
ao longo de trés periodos de 21 dias, em um delineamento experimental
inteiramente casualizado em um esquema de dupla reversdo. Os animais foram
divididos em dois grupos (Grupos A e B, n=5 por grupo), alimentados ad libitum com
a seguinte sequéncia de dietas ao longo dos periodos: Grupo A: feno -
feno+concentrado — feno; Grupo B: feno+concentrado — feno — feno+concentrado. O
feno utilizado foi de Cynodon sp. e o concentrado composto por milho, farelo de soja
e farelo de trigo, o qual foi incluido na dieta numa proporcdo de 50% (base matéria
seca). O consumo, a excrecdo fecal e a digestibilidade da matéria orgéanica, da fibra
em detergente neutro e dos compostos nitrogenados, assim como a excregao
urinaria de N e alantoina, foram medidos diariamente ao longo dos periodos
experimentais. No Ensaio 2 foram avaliados parametros da fermentacgéo ruminal (i.e.
pH, degradabilidade in situ, aderéncia bacteriana e atividade enzimatica bacteriana
no residuo de incubacéo) e foi conduzido utilizando o mesmo desenho experimental
do Ensaio 1, exceto que foram utilizados somente quatro ovinos da raca Santa Inés
(65 £ 5 kg de PC, n=2 por grupo), implantados cirurgicamente com uma canula
ruminal, e incluiu um periodo adicional de avaliacéo (i.e. total de quatro periodos de
21 dias, em um esquema de tripla reversdo). A maior parte das variaveis nutricionais
avaliadas nesse estudo foram impactadas pela mudanca da dieta, sendo que o
tempo de adaptacdo a nova dieta variou de 6 a 13 dias, dependendo da variavel e
do tipo de dieta. Os resultados do presente estudo indicam que o periodo minimo de
adaptacao em ensaios de digestibilidade in vivo deveria ser de 14 dias.

Palavras-chave: Consumo. Concentrado. Digestibilidade. Feno. Fermentacdo
ruminal. Ovinos



ABSTRACT

Doctor’s Thesis
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EVALUATION OF ADAPTATION INDICATORS TO DIET CHANGING

IN RUMINANTS
AUTHOR: ROBERTA FARENZENA
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Santa Maria, december 19, 2013.

Two in vivo digestibility assays with sheep were conducted to evaluate the
impact of diet changing on nutritional variables, including voluntary intake,
digestibility and ruminal fermentation, as well as to stablish the minimum lenght of
feeding period as to obtain reproducible values of these variables. Assay 1 was
conducted with 10 Polwarth wethers (34 £ 5 kg body weight (BW)), housed in
metabolism cages, throughout three 21 d experimental periods, in a completely
randomized 2-way crossover design. The animals were divided in two groups (Group
A e B, n=5 per group) which were fed ad libitum with a sequence of the following
diets throughout the experimental periods: Group A: hay — hay+concentrate — hay;
Goup B: hay+concentrate — hay — hay+concentrate. It was used a Cynodon sp. hay
and a concentrate composited by grain corn, soybean meal and wheat meal, which
was included in a proportion of 50% of total diet dry matter. The intake, fecal
excretion and digestibility of the organic matter, neutral detergent fibre and N
compounds, as well as the urinary excretion of N and alantoin were daily measured
throughout the experiment. The Assay 2 was conducted to evaluate some
parameters of ruminal fermentation (i.e. pH, in situ degradation, microbial adherence
and microbial enzyme activity on residue of in situ incubation). It was used the same
experimental design of Assay 1, excepting that it was conducted with four Santa Inés
sheep (65 £ 5 kg de BW, n=2 per group), fitted with ruminal cannula, and included
one additional 21 d experimental period (i.e total of four 21 d periods, as a 3-way
crossover design). Most nutritional variables were impacted by diet changing, and the
time of adaptation varied from 6 to 13 days, depending of the variable and diet type.
The results of the present study indicate that the minimum adaptation period for in
vivo digestibility assays should be of 14 d long.

Keywords: Intake. Concentrate. Digestibility. Hay. Ruminal fermentation. Sheep
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1 INTRODUCAO

A avaliacdo do valor nutritivo dos alimentos consumidos pelos animais € um
desafio constante para os nutricionistas. Uma forma de avaliar a qualidade do
alimento é através da determinacdo de sua digestibilidade. A digestdo pode ser
definida como um processo de conversdo de macromoléculas dos nutrientes em
compostos mais simples, que podem ser absorvidos a partir do trato gastrintestinal
(VAN SOEST, 1994).

Os primeiros ensaios de digestibilidade foram conduzidos na Estacao
Experimental da Weende da Universidade de Goettingen, na Alemanha, e comecou
antes de 1860 (SCHNEIDER; FLATT, 1975). Desde entdo, um grande numero de
ensaios de digestibilidade foram conduzidos em todo o mundo e relatados em uma
gama de publicagdes cientificas.

Inerente ao problema de se chegar a um coeficiente de digestdo aparente
valido, diversas dificuldades de variada magnitude afetam a exatiddo dos valores
determinados. E, portanto, de grande importancia que a influéncia dos fatores
responsaveis por esta variacdo sejam reduzidos ao minimo (LLOYD et al, 1956).

Em pesquisas prévias que avaliaram fontes de erros em ensaios de digestédo
Schneider; Lucas (1950); Donefer (1966); Barnes (1968) notaram consideravel
variacdo entre laboratdrios na determinacdo do coeficiente de digestdo de uma
mesma forragem. Existem diversos fatores a serem considerados na condugdo de
ensaios de digestibilidade, entre eles a estrutura e o tamanho do periodo
experimental.

Experimentos de digestdo geralmente consistem de duas fases, o periodo
pré-experimental e o periodo de coleta de amostras. A proposta do periodo pré-
experimental € estabelecer o nivel de consumo, assegurando que os residuos de
dietas anteriores tenham passado completamente pelo trato gastrointestinal e
permitir um tempo de adaptacdo da populacdo microbiana ruminal & dieta a ser
avaliada (COCHRAN; GALYEAN, 1994). Em casos com mudanga significativa na
dieta, um tempo maior € necessario tanto para adaptacdo dos microorganismos
ruminais a uma nova dieta quanto para a limpeza de residuos de dietas prévias do
trato digestivo (BURROUGHS et al, 1950; LLOYD et al, 1956).
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A maioria das recomendacdes ficam em torno de 10 a 14 dias de adaptagao
(STAPLES; DINUSSON, 1951; BLAXTER et al, 1956, LLOYD et al, 1956). No
entanto o uso de periodos pré-experimentais menores que 10 dias ndo é
aconselhado (COCHRAN; GALYEAN, 1994).

O efeito do comprimento do periodo de alimentacdo preliminar sobre a
precisdo dos coeficientes de digestibilidade aparente tem recebido pouca atencgao
experimental. No entanto, para obter-se uma estimativa exata da digestibilidade de
um alimento € importante que sejam adotadas técnicas bem estabelecidas e uma
reavaliacdo da duracéo do periodo de alimentagdo preliminar necesséria em ensaios
de digestdo parece justificada. Esta necessidade é enfatizada quando uma racgao
experimental € muito diferente, fisica e quimicamente, a partir da anteriormente
ofertada ao animal. Além disso, axiste a necessidade de se conhecer os parametros
relacionados com 0s processos que ocorrem no sistema digestivo dos ruminantes
que possam ser utilizados como possiveis indicadores de adaptacédo a uma dieta.

O estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar o efeito da mudanca de dieta
sobre variaveis nutricionais, incluindo consumo voluntario, digestibilidade e variaveis
da fermentacdo ruminal, e o tamanho de periodo de alimentacédo necessario para se

obter valores reproduziveis destas variaveis.



2 ESTUDO BIBLIOGRAFICO

2.1 Fatores que afetam o consumo de alimentos por ruminantes

O consumo de nutrientes € um dos principais fatores limitantes da producao
de ruminantes, uma vez que a capacidade ingestiva desses animais é influenciada
por varios fatores que interagem entre si, e que somados as peculiaridades
metabdlicas decorrentes do complexo sistema digestivo ainda € um desafio para os
nutricionistas.

Os primeiros estudos para investigar a regulacdo da quantidade de alimento
ingerida consideram como fator limitante a temperatura (BROBECK, 1948), a
concentracdo sérica de glicose (MAYER, 1953) e estoques de gordura corporal
(KENNEDY, 1953). Balch; Campling (1962) propuseram gue a ingestao de alimentos
provavelmente ndo é controlada apenas por um mecanismo e sim através de
controle do sistema nervoso central, sensagfes orofaringeas, distensédo e contracédo
gastrica, mudancas na producdo de calor e mudancgas nos niveis de metabdlitos
circulantes. Em 1977, Forbes concluiu que a energia ou preenchimento gastrico
teriam papel preponderante na regulacéo da ingestao de alimentos. Mais tarde,
Forbes (1995) propds uma teoria de controle de ingestdo de alimentos: a digestao
estomacal, regulacdo da temperatura no hipotalamo, concentracdo de glicose
sanguinea, reservas de gordura corpOrea e aminoacidos circulantes no plasma
seriam fatores que agiriam de maneira integrada e Van Soest (1994) usou a
digestibilidade e utilizacdo dos nutrientes como exemplos de aspectos qualitativos
da ingestéo liquida de alimentos.

O controle da ingestdo do alimento esta muito relacionado ao valor nutritivo
da dieta, assim dietas de baixa digestibilidade promovem aumento do consumo de
alimentos, até um ponto em que a distensdo ruminal ndo permite uma ingestao
maior e 0 consumo é limitado por alguma restricdo na capacidade do trato digestivo
(MERTENS, 1994). Logo, se a dieta € de baixa digestibilidade consequentemente
ocorrera distensao do tubo digestivo, fato que muitas vezes inibe o consumo de MS

antes que esteja satisfeita a demanda total de energia do animal (INGVARTSEN;



15

ANDERSEN, 2000). Uma estimativa de quanto o animal pode comer é calculada a
partir das exigéncias de proteina, fibra em detergente neutro (FDN) e acido (FDA),
extrato etéreo (EE), nutrientes digestiveis totais (NDT), além de niveis em vitaminas
e minerais segundo a exigéncia da categoria animal (NRC, 1996). A ingestdo é
controlada por uma série de mecanismos de retro alimentacdo a partir do trato
digestivo, figado e outros 6rgdos em resposta a presenca de nutrientes. Além disso,
0S animais instruem-se sobre o consumo de nutrientes levando em conta
propriedades sensoriais especificas e podem entdo usar sua experiéncia para
escolher alimentos no qual eles tiveram uma experiéncia prévia (Forbes, 2000).
Existem varios receptores no estdbmago, intestino e figado que informam o
sistema nervoso central acerca do volume, osmolaridade, pH e concentracdo de
alguns metabdlitos especificos na digesta e no sangue portal, e uma vez na
circulacdo geral os metabdlitos estdo disponiveis para suportar as varias atividades
metabdlicas. Um maior desbalanco entre a entrada do material na circulagédo e sua
taxa de remocado € postulado como um “desconforto metabdlico” no qual esta
associado as propriedades sensoriais do alimento recém consumido, induzindo a
recusa do alimento quando novamente encontrado pelo animal (FORBES, 2000).

A ingestdo de um alimento causa mudanc¢a no grau de enchimento e
na composicao quimica da digesta, no qual pode ser sentido na parede do rimen
gue sdo sensiveis a componentes quimicos incluindo os acidos produzidos pela
fermentacao ruminal e pelo estiramento de receptores e quimioreceptores presentes
no trato digestivo (FORBES, 2000), o que poderia influenciar negativamente o
consumo, devido a relacdo negativa entre distensdo ruminal e ingestdo de matéria
seca (VILLALBA et al., 2009).

Os ingredientes utilizados nas racfes e as taxas de fermentacdo de
seus nutrientes exercem influéncia sobre a sintese dos produtos finais da
fermentacdo microbiana, os quais podem ter efeito sobre a ingestdo (PROVENZA et
al., 2003). Quanto maior a capacidade do animal em selecionar dietas mais
nutritivas, maior sera o consumo de matéria seca, pois ocorre reducdo no tempo de
retencdo, com a reducdo do efeito do enchimento ruminal, os animais poderdo ao
longo do dia consumir mais forragem (BRANCIO et al., 2003).

Além disso, o equilibrio nutritivo da dieta também influencia a ingestdo de
alimentos. Hoover; Stokes (1991), sugeriram que maxima ingestdo de MS seria

alcancada quando a dieta contivesse entre 10% a 13% de proteina degradavel no
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rimen e 56% dos carboidratos totais como carboidratos n&o estruturais. Em
contrapartida, Orskov (1982) postulou que a deficiéncia de nitrogénio produz uma
série de consequéncias, basicamente relacionadas com o fenbmeno da diminuicédo
no ritmo da degradacéo do alimento no rimen resultando na depressao do consumo
face a reducdo da digestibilidade que esta relacionada com a intensidade da
atividade microbiana, ou seja, uma dieta com uma relacdo energia:proteina alta leva
a um desequilibrio nutritivo, que se traduz em diminuicdo no consumo devido ao
atraso no crescimento microbiano e na atividade fermentativa do ramen. Quando a
relagdo energia:proteina é baixa também pode haver reducdo no consumo, pois
teores elevados de proteina na dieta diminuem a eficiéncia energética devido a
necessidade de eliminacdo da amodnia circulante pela sintese hepatica de ureia,
além disso, o excesso de amébnia ou o desequilibrio nos teores de aminoacidos no

sangue reduz a ingestéao de alimento (NRC, 1996)

2.2 Impacto da adicdo de concentrado sobre o consumo, fermentacdo ruminal

e digestibilidade

2.2.1 Impacto sobre o consumo de volumoso e consumo total

7

Via de regra o objetivo da suplementagdo € aumentar o consumo total de
energia, além de melhorar ou racionalizar o aproveitamento do volumoso que
representa a alimentacéo base dos sistemas de producdo em ruminantes. Em geral,
respostas positivas & suplementacdo aparecem quando ha caréncia absoluta ou
relativa de um nutriente na dieta basal.

O limite superior de consumo ocorre quando a racao tem densidade minima de
energia e nutrientes necessarios para atender as exigéncias do animal, neste caso,
o fator limitante do consumo seria 0 enchimento ruminal. Por outro lado, o limite mais
baixo de consumo em ruminantes € definido pela racdo de densidade energética

mais alta, desde que néo prejudique a fermentacdo ruminal, ndo cause acidose ou
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anorexia, nem uma queda significativa na gordura do leite de vacas em lactacéo
(MERTENS, 1992). Este caso, geralmente, € observado quando os animais recebem
algum tipo de suplementacdo com alimentos concentrados.

A principal alteracdo que ocorre com o fornecimento de suplementos para
animais mantidos com dieta a base de volumoso é a ocorréncia de efeito
associativo, que conceitualmente é definido como a mudanca que ocorre na
digestibilidade e/ou consumo da dieta basal (forragem), quando do fornecimento do
suplemento (HART, 1987). O efeito associativo pode ser de trés tipos: substitutivo,
aditivo ou suplementar e combinado. O efeito substitutivo é caracterizado pela
diminuicdo do consumo de energia digestivel oriunda do volumoso, enquanto
observa-se aumento no consumo de concentrado, mantendo assim constante o
consumo total de energia digestivel (CTED), indicando que a ingestdo do
suplemento substituiu a do volumoso. O efeito aditivo ou suplementar refere-se ao
aumento do CTED devido ao incremento no consumo do concentrado, podendo o
consumo de forragem permanecer o0 mesmo ou aumentar. No efeito combinado,
observa-se ambos os efeitos substitutivo e aditivo, ou seja, ha decréscimo no
consumo de forragem e ao mesmo tempo elevacdo no de concentrado, o que resulta

em maior CTED (MOORE, 1980).

2.2.2 Impacto sobre o pH e ambiente ruminal

O pH é consequéncia da atividade microbiana e das condi¢des fermentativas
no ramen, porque esta diretamente relacionado aos produtos finais da fermentagéo
e ao crescimento dos microrganismos ruminais (Wang et al., 2009).

A introdugcdo de grandes quantidades de carboidratos prontamente
fermentaveis na alimentacdo dos ruminantes resulta numa grande reducdo das
bactérias fibroliticas e rapido crescimento de bactérias amiloliticas e uma diminuigéao
do pH do raimen (GOAD et al, 1998;. TAJIMA et al, 2001). Uma mudanca abrupta de
uma dieta a base de forragem para outra a base de concentrado pode resultar em
acidose aguda ou sub-aguda (GOAD et al, 1998;. COE et al, 1999). A acidose ocorre
guando a producao de acidos graxos volateis pela fermentacédo bacteriana, excede a
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capacidade de tamponamento da saliva e de absor¢édo pelo ramen, reduzindo o pH
ruminal abaixo do nivel fisiolégico por periodos prolongados (DIJKSTRA et al., 1993;
OWENS et al.,, 1998). Dietas com altos niveis de amido altamente fermentavel
aumentam a disponibilidade de glicose livre para o ramen e propiciam o crescimento
de bactérias produtoras de &cido latico, ocorrendo uma producdo exacerbada de
lactato diminuindo o pH ruminal. Quando o pH atinge valores abaixo de 6,0, as
bactérias celuloliticas e protozoarios séo inibidos e quando atinge valores de 5,2 a
microflora diversa do rimen é intensivamente substituida por bactérias tolerantes a
acidez como o Streptococcus. bovis e Lactobacillus spp (produtoras de acido latico).
Com o pH abaixo de 5,0 as bactérias que metabolizam o lactato ndo resistem ao
baixo pH e morrem, aumentando ainda mais as concentracfes do acido latico no
rimen (OWENS; GOETSCH, 1993; DIJKSTRA et al., 2012).

Tajima et al.,, (2001) demonstraram que a microbiota ruminal é altamente
responsiva a dieta. Fernando et al., (2010) detectaram uma alteracao significativa na
estrutura da populacdo bacteriana ruminal de animais no periodo de adaptacdo a
dietas com alto teor de concentrado. Estes autores trabalharam com dietas multiplas
de adaptacdo variando as relagbes de volumoso:concentrado de 80:20 (dieta 1),
60:40 (dieta 2), 40:60 (dieta 3) e 20:80 (dieta 4) e verificaram que ndo houve
mudancgas quando os animais receberam a dieta 1 e 2 , mas ao receberem as dietas
3 e 4 a mudanca na estrutura da populagdo microbiana foi claramente observada.
Os autores atribuiram essa mudanca na populacdo microbiana ao aumento de
substrato fermentavel presente na dieta, favorecendo o crescimento de espécies
amiloliticas. Os autores ainda sugerem uma maior diversidade na populacéo
bacteriana nos animais alimentados a base de volumoso comparada aos animais
alimentados com dietas concentradas.

Estudos in vitro (HADDAD; GRANT, 2000; GRANT; MERTENS, 1992)
demonstraram que a digestibilidade da fibra é limitada em pH em torno de 6,0 e
pode ser também afetada negativamente pela presenca de carboidratos sollveis
(RUSSEL, 1998). Por outro lado, uma baixa disponibilidade de acUcares para o
crescimento de populacdes celuloliticas também podem limitar a atividade destas
espécies (KOZLOSKI, et al. 2006a).
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2.2.3 Impacto sobre a digestibilidade total e a digestibilidade da fibra

A suplementacgdo energética € um mecanismo util para incrementar o consumo
de energia, mas pode provocar competicdo entre bactérias amiloliticas e
celuloliticas, reduzindo a digestibilidade da fracao fibrosa da dieta.

Diversos estudos tém mostrado que a aumento de carboidratos prontamente
fermentdveis na dieta de ruminantes é diretamente proporcional a digestibilidade da
matéria organica (Kozloski et al., 2006b; Kozloski et al., 2006c; Kozloski et al.,
2006d; Kozloski et al., 2007; Kozloski et al., 2009). Por outro lado, com o aumento
da taxa de passagem da digesta ao longo do trato gastrointestinal, a degradacgéo da
FDN é prejudicada.

Mould et al. (1983) deixam claro, o efeito negativo que o incremento na
proporcdo de acucares solaveis, na dieta, exerce sobre a digestibilidade da fibra,
mesmo sem a reducao significativa do pH. Os autores descrevem dois aspectos
negativos que carboidratos rapidamente fermentaveis no rimen exercem sobre a
celuldlise: a reducédo da celuldlise que nédo pode ser atenuada pelo aumento do pH
ruminal foi designado “efeito de carboidrato” e a parte devido a reducao do pH foi
designado “efeito do pH”. Huhtanen e Khalili (1991; 1992) também constataram que
a taxa de digestdo da FDN e da atividade da carboximetilcelulase in situ foi menor
quando sacarose (1 kg / d) foi infundida no ramen quando comparada a digestéao
sem infusdo de sacarose. Grigshy et al. (1993) sugerem gque a competicao, entre os
diferentes grupos de bactérias, € a primeira razdo para a inibicdo da celuldlise,
principalmente, quando uma fonte de amido € adicionado a dieta, estimulando o
crescimento das bactérias amiloliticas, inibindo as celuloliticas e afetando

negativamente a digestéo da fibra.

2.3 Periodo de adaptacdo em ensaios de digestibilidade in vivo

Em estudos de digestdo o periodo de adaptacdo do animal a uma

determinada dieta é assunto em discussdo, alguns autores recomendam que o

periodo deve ser compreendido entre o tempo que o animal leva para estabilizar o
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nivel de consumo, para que todos os residuos de uma dieta prévia deixem o trato
gastro intestinal e também para permitir que a populagdo microbiana do rimen se
adapte a dieta que sera avaliada (MERCHEN, 1988). Outros autores (BURROUGHS
et al, 1950; LLOYD et al, 1956; NICHOLSON et al.,1956) citam que em algumas
situacdes, principalmente quando h4 mudancas significativas na dieta, a populacao
microbiana ird exigir um tempo maior para adaptar-se as novas condi¢cdes de
fermentacdo ruminal, pois a competicdo microbiana por substrato no interior do
ramen faz com que haja uma mudanca no crescimento de populacbes que
degradam esses diferentes substratos (TAJIMA, 2001).

Lloyd et al. (1956) avaliaram o efeito na mudanca de duas racdes sobre o
tamanho do periodo de adaptacdo necessario na obtencdo de coeficientes de
digestdes reproduziveis em ovinos e concluiram que parece haver pouca justificativa
para aumentar a duracdo do periodo de adaptacdo a dieta além de 10 dias. Por
outro lado, Nicholson et al. (1956) investigaram a influéncia de diferentes tamanhos
de periodo pré-experimental sobre a digestibilidade de dietas com grande diferenca
na composicdo. Os autores observaram que quando mudancas radicais Ssao
realizadas pra proporcgdo feno:concentrado da dieta, 16 dias de adaptagdo nao foi
tempo suficiente para a obtencdo de dados confiaveis e que periodos de adaptacéo
de 16 a 30 dias sdo necessarios quando a relacao feno:concentrado varia bastante,
adicionalmente, eles concluiram que para dietas em que a relacdo feno:grdo é
constante, periodos de 7 dias parecem ser adequados.

Fernando et al., (2010) verificaram aumentos significativos na populagéo de
Megasphaera elsdenii, Streptococcus bovis, Selenomonas ruminantium e Prevotella
bryantii durante a adaptacao a dieta de alto teor de concentrado, enquanto que as
populac6es de Butyrivibrio fibrisolvens e Fibrobacter succinogenes diminuiram
gradualmente quando os animais foram adaptados a dieta de alto concentrado.
Fibrobacter succinogenes sao bactérias fibroliticas, predominantes quando o0s
animais estdo submetidos a dietas ricas em conteudo fibroso. Desta forma, a
diminuicdo desta populacdo é esperada em dietas concentradas. Megasphaera
elsdenii e Selenomonas ruminantium utilizam o acido lactico produzido no rimen,
prevenindo o acumulo de acido e, por consequéncia, a acidose (OWENS;
GOETSCH, 1993). Desta forma, aumento destas espécies no rimen é desejavel

guando se aumenta teor de concentrado na dieta, demonstrando a importancia de
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adaptacdes gradativas a nova dieta quando carboidratos prontamente fermentéveis
sao adicionados (Fernando et al., 2010).

Monteils et al. (2011), observaram um equilibrio instavel na maioria dos
parametros do ecossistema ruminal ao longo de um periodo de 15 semanas de
alimentagdo com dietas de baixo ou alto teor de fibra (27 e 44% de fibra em
detergente neutro (FDN), respectivamente) na dieta consumida por novilhos. As
mudancas observadas ao longo do periodo foram relacionadas com flutuacdes
aleatérias em torno de um valor médio, no entanto a magnitude das variacées foram
maiores para a dieta pobre em fibras.

Em um experimento realizado com ovinos, Brossard et al (2003) verificaram
gue apos um periodo de alimentacdo de duas semanas com uma dieta acidotica,
onde foi induzida uma acidose sub aguda seguida de uma recuperacdo com uma
dieta volumosa, o efeito a longo prazo da primeira dieta nas reservas alcalinas do
sangue sugere um longo periodo de recuperacdo o qual foi observado também a
partir dos parametros ruminais. Adicionalmente, Bevans et al., (2005) mostraram que
a variacdo do pH ruminal foi muito mais intensa quando bovinos foram adaptados
gradualmente a uma dieta com adicdo de grdos em periodo curto (5 dias) quando
comparado com periodo de 17 dias, aumentando o risco de acidose. Demonstrando
que protocolos de adaptacdo em ensaios de digestibilidade com periodos

excessivamente curtos podem permitir a ocorréncia de distdrbios ruminais.



3 HIPOTESE

Apds mudanca na dieta de uma a base de volumoso para outra
contendo concentrado, ou vice-versa, 0S ruminantes estabilizam o consumo e os

processos digestivos apos um tempo de adaptacdo a nova dieta.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local e época

Foram conduzidos dois ensaios de digestibilidade in vivo com ovinos nas
instalacdes do Laboratério de Bromatologia e NutricAo de Ruminantes pertencente
ao Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Santa Maria, RS. Os

estudos foram conduzidos no periodo de setembro de 2011 a julho de 2012.

4.2 Ensaio 1- Avaliacdo do Consumo, digestibilidade e sintese de proteina
microbiana

4.2.1 Animais, dietas e delineamento experimental

O protocolo de pesquisa seguiu as diretrizes recomendadas pela Comissao
de Etica e bem estar no uso de animais para pesquisa da Universidade Federal de
Santa Maria.

Foram utilizados dez ovinos, machos castrados da raca Corriedale (34 = 5 kg
de peso vivo (PV), em um delineamento experimental inteiramente casualizado em
um esquema de dupla reversao.

Antes da fase experimental, os animais passaram por um periodo pré-
experimental de uma semana para adaptacdo as instalacbes e manejo, quando

receberam também tratamento antiparasitario.
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4.2.2 Conducgao do experimento

Os animais foram mantidos durante 63 dias em gaiolas de metabolismo em
um galpdo coberto e constante acesso a agua e sal mineral. Os mesmos foram
divididos em dois grupos de cinco animais, distribuidos nos seguintes protocolos de

alimentagao:

- Grupo A: dieta a base de feno de tifton, durante 21 dias. Apds este periodo
0S animais passaram a ser alimentados com feno + concentrado (F+C) por mais 21
dias, e nos 21 dias finais do experimento 0s ovinos voltaram a receber a primeira

dieta (feno), conforme esquema abaixo:

1 Feno 21 F+C 42 Feno 63
I I I | (dias)
Periodo 1 Periodo 2 Periodo 3

- Grupo B: nos primeiros 21 dias do experimento os animais foram alimentados com
feno de tifton + concentrado (F+C), a seguir foi ofertado feno durante mais 21 dias,
retornando a dieta F+C nos ultimos 21 dias (esquematizacédo abaixo):

1 F+C 21 Feno 42 F+C 63
I I I | (dias)
Periodo 1 Periodo 2 Periodo 3

O feno foi oferecido ad libitum, com ajuste de sobras entre 10 e 15% do
ofertado, em ambos os grupos e periodos. A oferta de concentrado foi calculada
diariamente com base no consumo de feno: 50% de racdo em relacdo a média do
consumo de volumoso dos trés dias anteriores. O feno de tifton foi triturado em
particulas de £ 5 cm antes de ser fornecido

O alimento concentrado era composto de 58% de milho, 21% de farelo de

soja e 21% de farelo de trigo, a dieta composta por F+C foi formulada para suprir as
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demandas proteicas energéticas dos animais pelo sistema Cornell Cornell Net
Carbohydrate and Protein System (CNCPS) (FOX et al, 1992) O feno e o
concentrado eram ofertados separadamente, em cochos individuais, e a dieta divida

em duas refeicbes diarias, as 08:30h e 17h.

4.2.3 Coletas de amostras

O alimento ofertado e as sobras foram pesados diariamente para a
determinacdo do consumo. Apds um periodo de 14 dias em que 0s animais estavam
recebendo suas respectivas dietas, se deu inicio a coleta das amostras. A
digestibilidade das dietas foi estimada através da coleta de fezes, e, a retencao de
nitrogénio e excrecao de alantoina, pela coleta de urina dos animais.

Foram realizadas coletas totais de fezes, de urina e de sobras de alimento
diariamente, durante todo o periodo experimental a partir do 14° dia do ensaio, e
seus valores registrados para calculos posteriores.

As amostras de alimentos, sobras e fezes foram secas em estufa com
circulacao forcada de ar a 55°C durante pelo menos 72 horas, moidas através de
peneira de 2mm (moinho Willey, Arthur H. Thomas, Filadélfia, PA, EUA) e
armazenadas para posterior analise.

As fezes foram coletadas através de bandejas coletoras de ac¢o inoxidavel e
telas de nylon para separar a urina das fezes. As fezes contaminadas com urina
eram pesadas a fim de se obter a excrecéo fecal total, no entanto somente fezes
gue néo tiveram contato com a urina foram amostradas.

A urina foi coletada através de bandeja coletora, de aco inoxidavel, na qual a
urina era conduzida a um recipiente contendo 100 mL de uma solucédo de acido
sulfarico (H2SO4) a 20% (v/v) suficiente para reduzir o pH a valores abaixo de 2. Da
urina retirou-se uma amostra de 10 mL em bal&o volumétrico de 50 mL, cujo volume
foi completado com &agua destilada e armazenado em congelador (-20°C) para
posterior analise.

A composi¢ao quimica dos alimentos é apresentada na tabela 1.
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Tabela 1 — Composicédo quimica® dos alimentos no ensaio 1

Item® Concentrado Feno de Tifton
MS (%) 94,1 92
Composicéo (% da MS)

MO 96,4 89,9

N total 3,0 1,82

FDN 17,7 74,8

MM 3,6 10,1

'MS= matéria seca; MO= matéria organica; N total= nitrogénio total; FDN= fibra em detergente neutro;
MM= matéria mineral.

4.3 Ensaio 2 — Avaliagcao dos parametros de fermentagcdo ruminal

Este experimento foi realizado para avaliar os seguintes parametros de
fermentacdo ruminal: degradacdo ruminal dos alimentos, aderéncia microbiana,

atividade de enzimas bacterianas ruminais e pH.

4.3.1 Animais, dietas e delineamento experimental

Foram utilizados quatro ovinos, machos castrados da raca Santa Inés (65 + 5
kg de peso corporal (PC), implantados cirurgicamente com uma canula ruminal, em
um delineamento experimental inteiramente casualizado com dupla reverséo.

Apés a cirurgia de implantagdo da canula no rdmen, os animais foram
alojados em baias providas de cochos para volumoso, concentrado, sal mineral e
bebedouro com agua permanentemente disponivel, onde permaneceram durante
todo o periodo experimental.

O manejo e as dietas experimentais foram semelhantes aos descritos
anteriormente, entretanto, foram utilizados dois animais para cada grupo alimentar e
o periodo experimental foi de 84 dias, incluindo mais uma troca de dieta:

- Grupo A: feno (21 dias) - feno + concentrado (21 dias) = feno (21 dias) =2
feno + concentrado (21 dias):
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1 Feno 21 F+C 42 Feno 63 F+C 84
| | | I | (dias)
Periodo 1 Periodo 2 Periodo 3 Periodo 4

- Grupo B: feno + concentrado (21 dias) - feno (21 dias) = feno +
concentrado (21 dias) - feno (21 dias).

1 F+C 21 Feno 42 F+C 63 Feno 84
| | | I | (dias)
Periodo 1 Periodo 2 Periodo 3 Periodo 4

O concentrado foi formulado somente a base de milho 60% e farelo de soja
40% (CNCPS, 1992), porém o célculo da sua oferta foi realizado como descrito
anteriormente. A composicdo quimica dos alimentos esta descrita ha Tabela 2.

A degradacgédo, a aderéncia microbiana as particulas de alimento, bem como o
pH ruminal foram mensurados diariamente e a atividade enzimatica bacteriana a
cada dois dias a partir do 14° dia do periodo experimental. Para a medida do pH era
coletado uma amostra de contetdo ruminal imediatamente antes da alimentacdo da
manha (jejum) e quatro horas apos a primeira alimentacdo (alimentado). Uma
pequena quantidade de residuo era retirado do rimen através da cénula e o
conteudo era espremido manualmente para a retirada da parte liquida, onde a seguir

era realizada a leitura do pH (peagametro digital MB 10 Master).

Tabela 2 — Composicdo quimica® dos alimentos no ensaio 2

Item” Concentrado Feno de Tifton
MS (%) 92,0 93,2
Composicéo (% da MS)

MO 93,0 91,68

N total 4.2 2,10

FDN 14,0 70,63

MM 7,0 8,32

'MS= matéria seca; MO= matéria organica; N total= nitrogénio total; FDN= fibra em detergente neutro;
MM= matéria mineral.
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4.3.2 Degradacao e aderéncia microbiana

Amostras parcialmente seca e moida (2 mm) de feno de tifton (1 g), milho e
farelo de soja (1,5 g) foram pesadas e colocadas, individualmente, em saquinhos de
poliéster de tamanho 5 x 5 cm e porosidade 50 micras, selados e incubados durante
24 horas no rumen dos ovinos. Para cada tipo de amostra foram confeccionados 2
saquinhos por animal , os quais, no momento da incubacéo, foram colocados dentro
de sacos maiores de tecido sintético com grande porosidade presos a uma peca de
metal, com a fungdo de manter os sacos na parte ventral do ramen, e fixados
externamente com uma corda de nylon. Ao final da incubacdo os saquinhos foram
retirados do rumen, lavados em agua corrente até que a agua fluisse limpida,
submersos em solucdo salina 0,9% durante aproximadamente 10 minutos, para
retirada das bactérias ndo aderidas, e lavados novamente com agua destilada e
secos em estufa de ar forcado a 55°C por 72 horas. A seguir os saquinhos foram
pesados para determinacdo da degradacdo da matéria parcialmente seca (MPS).

Posteriormente, no residuo da incubacdo das amostras de feno foi
determinado o teor de fésforo (P), o qual é relacionado com a aderéncia bacteriana
ruminal as particulas (FARENZENA et al., 2014). Foram pesadas aproximadamente
0,15 g do residuo da incubacédo de cada saquinho em béckeres e queimados em
mufla a 600°C por quatro horas. Apos, foi adicionado 10 mL de uma solucdo acida
contendo 3 partes de &cido cloridrico (HCI) 10% e 1 parte de &cido nitrico (HNO3)
10%, colocados em uma chapa de aguecimento e deixados em fervura até evaporar
e restar um volume residual no becker de aproximadamente 2 mL. Este contetdo foi
transferido, lavando-se com &gua destilada, para um baldo volumétrico de 25 ml
completando-se o volume com agua destilada. Esta solucdo foi entdo filtrada em
papel de filtracdo rapida para posterior determinacao colorimétrica de fésforo. Para
isso, foram pipetados em um tubo de ensaio, 1000 ul do filtrado, 1000 ul de uma
solugdo complexante e 100 pl de solugao redutora. Este meio de reacao foi mantido
durante 20 minutos em temperatura ambiente e a absorbancia foi lida em

espectrofotometro com comprimento de onda em 660 nanémetros (nm) contra um
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branco que incluiu HCI 0,1 N em vez do filtrado. Adicionalmente, nas amostras
originais e nos residuos de incubacgdo de feno foi também analisado o teor de fibra
em detergente neutro (FDN). Para tal, as amostras foram submetidas a solucédo em
detergente neutro em saquinhos de poliéster e em autoclave a 110°C durante 40
minutos, sendo em seguida lavados e secos em estufa a 105°C (SENGER et al,
2008). Posteriormente determinou-se a concentracdo de P. Este procedimento foi
realizado para descontar do teor de P total do residuo, aquele associado a forragem,
insoltvel durante a fermentacdo. O P associado as bactérias aderidas foi estimado
entdo pela diferenca entre o teor de P no residuo néo tratado menos o P do residuo
tratado com solugcédo detergente neutro. A aderéncia bacteriana foi expressa como

mg de P/g de MS residual.

4.3.3 Atividade enziméatica bacteriana ruminal

A atividade das enzimas bacterianas foi estimada, de acordo com Farenzena
et al (2014), a cada dois dias a contar 14° dia experimental a partir da incubacgéo in
situ de amostras de feno no rimen e processadas da seguinte maneira:

Aproximadamente 1 g de amostra, moidas em peneira de 2 mm foram
colocadas em saquinhos de nylon selados para posterior incubacédo. Foram
confeccionados 2 saquinhos para cada animal, os quais foram incubados durante 24
horas no rimen dos ovinos, conforme procedimento descrito anteriormente.

Imediatamente apds os saquinhos serem retirados do rimen e lavados, o
conteudo residual de cada saquinho foi processado como descrito na Figura 1.

As amostras filtradas, assumido conter as enzimas, foram incubadas com o
substrato CMC (SIGMA — Carboximetilcelulose sddica de baixa viscosidade) 2%: em
tubos de ensaio foram adicionados 2 mL de filtrado e 4 mL do substrato. Os tubos
foram submetidos a incubacdo em banho-maria a 39°C durante 240 minutos. Ao
final desse periodo, as amostras eram, imediatamente, colocadas em outro banho-
maria, a 100°C por seis minutos, com a finalidade de interromper a atividade das
enzimas. Essa incubacéo teve o proposito de determinar a atividade enziméatica das

amostras pela degradacao do substrato.
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Residuo da incubacgdo ruminal

Y l

Pesar aproximadamente ] g de Pesar, em duplicata, aproximadamente 1g de
residuo imido em cadinho de residuo imido em um grlenmeyer de 50 mL.
porcelana

Y

Adicionar 20 ml de solugdo tampdo fosfato pH 6.8

k4

Levaraestufaa
105°C durante pelo
menos 8 horas para Adicionar 120 ul de mercaptoetanol

obtencdo da MS

Y

r

Submeter a 5 ciclos de sonicacdo
por 30"

Figura 1 - Fluxograma do processo de extracdo de enzimas nas amostras de residuo

ruminal.

Neste material foi determinada a concentracdo de acUcares redutores pelo
método DNS (3,5-dinitro-salicilato), adaptado de Miller et al (1960): em um tubo de
ensaio era pipetado 500 puL de amostra e 500 pL da solu¢do DNS, os tubos eram
agitados e levados a incubacdo em banho-maria de aproximadamente 100° C por 10
minutos. O material foi resfriado, adicionado 4 mL de agua destilada e agitado em
vortex. Foi realizada leitura de absorbancia em espectrofotbmetro em um
comprimento de onda de 575 nm contra o branco (500 uL de &4gua + 500 pL da
solucdo DNS + 4 mL de agua), o padréo utilizado na curva de calibragdo foi uma
solucéo de glicose (1g/L).

A atividade enzimética foi expressa em nmol de acucares redutores/g MS
incubada/ minuto de incubacgéo.

Adicionalmente, no filtrado enzimatico foram determinados os teores de
proteina pelo método de Bradford (Bradford, 1976). Esta analise foi realizada a fim
de expressar a atividade enzimatica em funcdo da concentracdo proteica do fluido

enzimatico, conforme proposto por Prauchner et al. (2013). Foram pipetados em
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tubos de ensaio, 1 mL de amostra e em seguida eram acrescentados 2,5 mL de
reagente de Bradford As misturas eram agitadas em vortex e a leitura de
absorbancia era realizada em espectrofotbmetro com comprimento de onda ajustado
para 595nm. Entre as leituras de cada amostra a cubeta do espectrofotometro era
lavada com alcool 70% a fim de evitar misturas das amostras e assim garantir uma
leitura fidedigna com as concentracfes obtidas na dosagem das proteinas. Para
confeccdo da curva padrdo foi utilizada albumina sérica bovina. A atividade das

enzimas foi entdo expressa em nmol de glicose liberada/ mg de proteina/ minuto.

4.4 Analises quimicas

O teor de matéria seca (MS) das amostras de alimento, sobras e fezes foram
determinadas por secagem em estufa a 105°C por pelo menos 12 horas. A matéria
mineral (MM) foi determinada pela queima em mufla a 600°C durante 4 horas. O
nitrogénio total (N) foi determinado por método Kjeldahl (Método 984.13, AOAC,
1997). A andlise dos teores de fibra em detergente neutro (FDN) foi baseada em
Mertens (2002). Contudo, as amostras foram pesadas em saquinhos de poliéster
(porosidade de 16 p) e tratadas com solucdo detergente neutro em autoclave a
110°C, durante 40 minutos (SENGER et. al., 2008).

Nas amostras de urina, o N total foi determinado como descrito acima e a
concentracdo de alantoina foi determinadas colorimetricamente de acordo com
Chen; Gomes (1992).

4.5 Célculos

A proteina bruta das amostras foi obtida pela multiplicacdo do N por 6,25.

A digestibilidade aparente da matéria organica (DMO), foi calculada como:

DMO (%) = (MO consumida (g/dia) — MO fecal (g/dia)) / MO consumida (g/dia)
x 100
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A digestibilidade da fibra em detergente neutro (DFDN) foi calculada como:

DFDN (%) = Consumo de FDN (g/dia) — FDN fecal (g/dia) / Consumo de FDN
(g/dia) x 100

As fracOes de excrecao fecal utilizadas para o calculo das digestibilidades
foram calculadas de duas maneiras: com a producéo correspondentes a 48 horas
apoés a ingestdo do alimento; ou com o consumo médio de 5 dias e a producéo fecal

do sexto dia de coleta.

4.6 Andlise estatistica

As andlises descritas a seguir foram aplicadas para cada uma das variaveis
observadas em ambos ensaio. Realizou-se analise de variancia para verificar o
efeito do tipo de dieta e periodo, assim como sua interacdo, sobre as variaveis
nutricionais pelo procedimento MIXED do SAS (2009).

Adicionalmente, o efeito do tempo (dias) apés a mudanca da dieta sobre as
variaveis nutricionais em cada animal e dieta e periodo, excluindo-se o periodo 1 de
cada ensaio, foi analisado utilizando-se regressdo segmentada (Broken Line). O
ponto de quebra (em dias) a partir do qual ocorreu estabilizacdo da variavel indicou
o periodo minimo de adaptacédo a nova dieta. Segundo Robbins (1986) o modelo de
regressao segmentada consiste em duas partes: uma linha inclinada ascendente ou
descendente seguida de uma linha horizontal, onde seus pontos de intersecdo vao
determinar o ponto de quebra. Essa analise foi feita utilizando o procedimento NLIN
do SAS, com base no modelo: y=L + U(R-x), onde L representa a intercepta (ponto
no eixo das ordenadas) da regressao linear ascendente ou descendente, U o
coeficiente dessa regressdo e R o ponto de quebra (ponto no eixo das abcissas)
(ANEXOS Q, R e S). Posteriormente, os valores de R de cada uma das variaveis em
cada dieta foram submetidos a analise de variancia para avaliar o efeito da dieta

sobre o ponto de quebra.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaio 1 Consumo, digestibilidade e excrec¢ao urinaria

Os resultados médios de consumo de matéria organica (CMO), digestibilidade
da matéria organica (DMO), excrecao fecal de matéria organica (EFMO), consumo
de FDN (CFDN), digestibilidade da FDN (DFDN), excrecéo fecal de FDN (EFFDN),
consumo de nitrogénio (CN), excregéo fecal de nitrogénio (EFN), excre¢do urinaria
de nitrogénio (EUN) e excrecdo urinaria de alantoina em cada grupo alimentar ao
longo dos periodos experimentais estdo representadas graficamente nos ANEXOS
A B,C D,E F G, H, I JelL, respectivamente, nos quais fica evidente o efeito das
diferentes dietas sobre os parametros avaliados ao longo de todo o periodo
experimental. Estes resultados ja eram esperados, em funcdo da composicdo das
dietas. Muito embora em algumas variaveis essa observacdo tenha sido menos
acentuada, através das figuras é possivel identificar claramente 0 momento da troca
entre as dietas, representadas pelas mudancas nas respostas dos processos
digestivos. Além disso, também € possivel identificar que de acordo com o tipo de
troca essa mudanca varia.

Quando a mudanca da dieta ocorre do F+C pra feno a mudanca no CMO é
mais brusca quando compara a troca de dieta a fase de feno para F+C. O consumo
pode ser limitado nos animais consumindo basicamente forragens como resultado
de um fluxo restrito da digesta através do trato gastrintestinal, além disso, na dieta
mais energética o consumo é crescente a medida que a dieta anterior (mais fibrosa)
vai saindo do ramen. Uma maior taxa de passagem das particulas de alimento faz
com que 0 consumo seja maior. Essas observagbes também se refletem sobre a
excrecao fecal, contudo, a digestibilidade apresenta variagcbes de maior magnitude
em comparagdo ao consumo e a excrecao de fezes ao longo do ensaio, muito
embora esta variacdo seja atenuada quando foi calculada com o consumo médio de
5 dias.

Foi observado efeito de grupo sobre o consumo, digestibilidade e excrecéo

fecal de matéria organica (CMO, DMO e EFMO), bem como para excrecao fecal de
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fibora em detergente neutro (EFFDN) (Tabela 3). Como esperado, o grupo B
apresentou média superior (P<0,05) em relagdo ao grupo A, pois o grupo B recebeu
a dieta F+C, mais energética, por maior numero de dias em relacdo ao outro grupo.
Assim ao ingerirem uma dieta mais fibrosa por mais tempo os animais do grupo A
apresentaram consumo e digestdo de MO inferiores, confirmando que as dietas
experimentais utilizadas neste estudo apresentam distintos valores nutritivos. Neste
caso, efeitos associativos positivos podem ocorrer, especialmente, se a
suplementacdo oferecida melhorar as condicdes no meio ruminal para celuldlise
(MOULD, 1988). Bargo et al. (2003) afirmou que fornecimento de suplementagao
aumenta a ingestdo de MS, muito embora a dieta contendo concentrado rico em
amido ou em carboidratos facilmente fermentaveis no reticulo-rimen poderia
provocar um efeito substitutivo negativo, ou seja, a suplementacdo aumentaria o
consumo de matéria seca total, mas reduziria 0 consumo de matéria seca da
forragem.

Sobre o consumo (CFDN) e digestdo (DFDN) da fibra em detergente neutro
nao se observou efeito de grupo, provavelmente devido a diferenca na composicao
de FDN das dietas e na ingestdo de MO, uma vez que 0 grupo que ingeriu maior
quantidade de MO também recebeu a dieta com menor teor de FDN por mais tempo
ao longo do periodo experimental, o que anulou o efeito sobre CFDN e DFDN. Estes
resultados podem ser explicados por teorias baseadas no enchimento fisico do
reticulo-ramen (ALLEN, 1996; MERTENS, 1994). Mertens (1992) sugeriu que a
limitagdo por enchimento pode ser correlacionada ao nivel de FDN de uma racgéo e
prop6s o valor médio de consumo de 1,2% do peso vivo em FDN como nivel de
consumo regulado por mecanismos fisicos. Allen (2000) também postulou que o teor
de FDN da dieta € um dos principais determinantes da regulacéo fisica do consumo
tornando-se possivelmente o fator que mais afeta o consumo a medida que o
requerimento energético do animal e o efeito de enchimento das dietas aumentam.

O efeito de periodo sobre as variaveis consumo, digestibilidade e excrecéo
fecal de MO e FDN (P<0,05) ndo era esperado, no entanto influéncias aleatorias
como comportamento ingestivo, adaptacdo as gaiolas e distintos dias de coleta de
amostras entre periodo 1 vs periodo 2 e 3 podem ter resultado nestes efeitos,
apesar das condi¢cfes experimentais ao longo dos periodos tenham sido controladas

de modo a serem as mais semelhantes possiveis. Além disso, observou-se interacédo
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entre grupo e periodo para a maioria das variaveis de consumo, digestibilidade e
excrecao fecal (P<0,05) (Tabela 3).

Raymond (1969) enfatizou a necessidade de uma rigida estandardizacao das
condi¢cbes sobre a qual o consumo é medido. Isso € necessario ndo somente para
reduzir as variacdes nas medidas de consumo, mas também para aumentar a
comparabilidade de medidas entre estacdes experimentais, e para garantir que as
caracteristicas da forragem e ndo que os fatores relacionados ao animal e situacdes
de alimentacdo sejam grandemente medidos. No entanto, Nascimento et al. (2009)
afirma que outros fatores principalmente relacionados com o animal parecem estar
envolvidos na taxa de degradagdo dos alimentos pelos microorganismo, pois
embora uma fracdo das particulas ruminais possua tamanho adequado para
atravessar o orificio reticulo-omasal, elas permanecem no rumen, influenciando
sobre o consumo e a digestibilidade da dieta.

De acordo com o esperado, verificou-se efeito de grupo sobre o consumo de N
(CN), excrecéo fecal de N (EFN), retencdo de N (RN), excrecdo urinaria de N (EUN)
e excrecao urinaria de alantoina (P<0,01). Houve interacdo entre grupo e periodo
(P<0,01) e também foi observado efeito de periodo (P<0,01) para todas estas
variaveis (Tabela 4).



Tabela 3 - Consumo, digestibilidade e excrecao fecal de matéria organica (CMO, DMO e EFMO) e fibra em detergente neutro
(CFDN, DFDN e EFFDN) por ovinos consumindo dois tipos de dietas, divididos em dois grupos de alimentacao.

Grupo? A B
Periodo 1 2 3 1 2 3 p
Dieta? Feno F+C Feno F+C Feno F+C

Média C.V. Média C.V. Média C.V. Média C.V. Média C.V. Meédia C.V. G Per G*Per
(/kCMO) 16,3 13,09 24,8 15,37 20,7 11,63 24,0 18,27 19,7 1241 27,8 1588 <0,001 0,001 <0,001
g/kg PV

DMO (48h) 062 589 066 623 062 717 067 88 061 735 068 7,32 <0001 0,009 <0,001

DMO (5d) 064 454 064 507 063 590 067 68 062 59 067 6,00 0,098 <0,001 <0,001

EFMO 6,2 18,44 8,3 20,18 7.9 13,70 7.5 26,94 7.3 24,15 8.8 23,96 0,023 <0,001 <0,001
(g/kg PV)
CFDN 13,8 11,18 15,1 15,43 16,8 11,72 14,7 18,49 15,2 17,55 16,7 16,61 0,245 <0,001 0,283
(a/kg PV)

DFDN (48n) 069 588 059 954 067 690 066 821 065 915 062 10,06 0,170 <0,001 <0,001

DFDN (5d) 069 400 060 698 066 570 066 621 065 734 063 767 0,729 <0,001 <0,001

EFFDN 4.4 18,46 6,0 22,93 5,6 15,52 5,3 28,49 5,4 25,24 6,3 25,44 0,034 <0,001 <0,001
(a/kg PV)

1Grupo A: 21 d consumindo feno — média dos ultimos 7 dias (periodo 1), 21 d consumindo F+C (periodo 2) e 21 d alimentados com feno
(periodo 3); Grupo B: 21 d consumindo F+C — média dos ultimos 7 dias (periodo 1), 21 d consumindo feno (periodo 2) e 21 d alimentados
com F+C (periodo 3); 2 F+C: feno + concentrado; *Probabilidade do erro tipo | da analise de variancia onde: G= grupo; P = periodo; G*Per =
interacdo entre grupo e periodo.



Tabela 4 - Consumo (CN), excrecao fecal (EFN), retencao (RN), excrecdo urinaria (EUN) de Nitrogénio e excrecdo de alantoina

por ovinos consumindo dois tipos de dietas, divididos em dois grupos de alimentac&o.

Grupo? A B
Periodo 1 2 3 1 2 3 p°
Dieta? Feno F+C Feno F+C Feno F+C

Média C.V. Média C.V. Média C.V. Média C.V. Média C.V. Média C.V. G Per G*Per
CN 0,33 16,19 059 16,18 043 1298 058 18,79 0,39 17,38 0,68 15,79 <0,001 <0,001 <0,001
(g/kg PV)
EFN 0,13 18,61 0,18 2405 0,15 15,25 0,17 25,79 0,14 24,12 0,19 25,13 <0,001 <0,001 <0,001
(9/kg PV)
RN 0,10 45,14 0,28 19,87 0,09 70,55 0,27 28,12 0,16 34,07 0,19 42,15 <0,001 <0,001 <0,001
(g/kg PV)
EUN 0,087 1955 0,116 2549 0,207 24,49 0,128 17,99 0,095 36,37 0,280 22,37 <0,001 <0,001 <0,001
(9/kg PV)
Alantoina 16,00 24,72 2754 30,86 26,30 27,66 29,22 29,17 2161 26,11 36,82 26,61 <0,001 <0,001 <0,001
(mg/kg PV)

1Grupo A: 21 d consumindo feno (periodo 1), 21 d consumindo F+C (periodo 2) e 21 d alimentados com feno (periodo 3); Grupo B: 21 d consumindo F+C
(periodo 1), 21 d consumindo feno (periodo 2) e 21 d alimentados com F+C (periodo 3);

2 F+C: feno + concentrado;

*Probabilidade do erro tipo | da analise de variancia onde: G= grupo; P = periodo; G*Per = interagdo entre grupo e periodo.



5.2 Ensaio 2: Fermentacao ruminal

Observou-se efeito de periodo sobre a degradacdo ruminal in situ, de
amostras de feno, aderéncia bacteriana as particulas de alimento, atividade
enzimatica bacteriana e pH ruminal, tanto no jejum quanto apds a alimentacao
(P<0,05) (Tabela 5). O grupo de alimentacédo exerceu efeito sobre a degradacao
ruminal do feno bem como sobre o pH ruminal no estado de jejum e 4 horas apos a
alimentacdo (P<0,05). Houve interacdo entre grupo e periodo para todas as
variaveis avaliadas neste ensaio (P<0,05), exceto para o pH ruminal em jejum. A
degradacdo, aderéncia bacteriana, atividade enzimética, expressa com base na MS
e na proteina, e pH ruminal, no jejum e apds a alimentacdo, diarios ao longo do
periodo experimental em cada grupo sdo apresentados nos ANEXOS M, N, O e P,
respectivamente. Assim como no ensaio anterior, o efeito do dia ao longo de cada

periodo sobre as variaveis de fermentagéo dentro de cada grupo foi variavel.



Tabela 5 - Degradacao ruminal in situ de feno (Deg, %), aderéncia bacteriana ruminal (Ader, mg P/g MS), atividade enzimética

bacteriana (A. E. P., nmol de glicose/mg proteina/minuto), atividade enzimatica bacteriana (A. E. MS, nmol de

glicose/g MS/minuto), pH antes da alimentacdo (pHj) da manhd e pH apds 4 horas de alimentacédo (pHa) por

ovinos consumindo dois tipos de dietas, divididos em dois grupos de alimentacéo

Grupo? A B
Periodo 1 2 3 4 1 2 3 4 P
Dieta? Feno F+C Feno F+C F+C Feno F+C Feno
Média C.V. Média C.V. Média C.V. Média C.V. Média C.V. Média C.V. Média C.V. Média C.V G Per  G*Per
Deg. 739 39 657 124 67,3 104 58,2 16,3 67,7 5,7 63,0 11,7 551 195 595 13,6 <0,001 <0,001 <0,001
Ader. 0,78 20,1 054 364 065 370 059 430 0,712 231 057 371 059 448 066 416 0,667 <0,001 0,051
A.E.Pr 770 333 766 44,1 645 36,9 498 378 651 370 769 38,8 548 52,7 553 39,0 0,115 <0,001 0,031
A.E.MS 752 28,7 935 51,7 810 385 653 369 626 365 1061 46,5 648 459 709 37,4 0,442 <0,001 0,003
pHj 6,36 31 634 72 63 79 621 69 617 68 623 71 630 85 582 888 0,002 <0,001 0,090
pHa 6,59 2,7 626 56 651 53 616 47 625 54 630 7,53 597 643 6,24 7,54 <0,001 0,030 <0,001

1Grupo A: 21 d consumindo feno — média dos ultimos 7 dias (periodo 1), 21 d consumindo F+C (periodo 2), 21 d alimentados com feno (periodo
3) e 21 d alimentados com F+C (periodo 4); Grupo B: 21 d consumindo F+C — média dos ultimos 7 dias (periodo 1), 21 d consumindo feno
(periodo 2), 21 d alimentados com F+C (periodo 3) e 21 alimentados com feno (periodo 4);
2 F+C: feno + concentrado;
*Probabilidade do erro tipo | da analise de variancia onde: G= grupo; P = periodo; G*Per = interacdo entre grupo e periodo.



5.3 Avaliacéo dos indicadores de adaptacéao

Adaptacdo de animais consumindo dietas a base forragem substituidas por
dietas baseadas em concentrado provoca alteragbes marcantes no ambiente
ruminal, e o estabelecimento de uma microbiota ruminal estavel durante o periodo
de transicdo de uma dieta de forragem para concentrado ndo é imediato. No
entanto, quando essa troca € inversa, substituindo-se uma dieta concentrada por
dieta volumosa, também se faz necessario adaptar o ambiente ruminal a nova
alimentagao.

Podem-se considerar bons indicadores aquelas variaveis que tenham uma
representatividade satisfatoria dos processos que acontecem no sistema digestério
dos ruminantes, além disso, € ideal que estas variaveis apresentem alta precisédo
nas andlises, diminuindo a variacdo dos dados encontrados. Contudo o que se
espera € que estes indicadores apresentem uma estabilizacdo apés um tempo de
consumo de uma mesma dieta, podendo assim ser considerado que o animal esteja
adaptado aquela dieta.

O modelo “broken line” aplicado aos dados do presente estudo € um modelo
regressdo segmentada que permite identificar o momento em que ndo ha mais o
efeito de dia do periodo sobre a variavel em questdo. Este ponto indica 0 momento
gue os processos digestivos alcancam um plat6/estabilizacdo apés a troca da uma
dieta e.podem vir precedidos de uma linearidade crescente ou decrescente. Muito
embora se tenha observado pontos de quebras para todas as variaveis, nem todas
as observacdes realizadas (i. e.: por animal e por periodo alimentar) se ajustaram ao
modelo proposto. Além disso, os pontos de quebras médios foram diferentes entre
as variaveis, apresentando uma variacdo de seis até treze dias, para as variaveis
alantoina e nitrogénio fecal, respectivamente (TABELA 6). Dentre todas as medidas
observadas, as variaveis de consumo parecem ser as mais adequadas para indicar
a adaptacdo de um ruminante a uma nova dieta, pois apresentaram maior numero
de observacdes que se ajustaram ao modelo de broken line: com 18, 17 e 16
observacdes para o CMO, CN e CFDF, respectivamente. No entanto para a retencéo
de nitrogénio apenas trés pontos de quebra foram significativos e sequer foi possivel

compara-los entre as dietas. Dentre todos os parametros rotineiramente avaliados
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em ensaios de digestibilidade, a reteng&o de N ndo constitui-se em bom indicador de
adaptacdo a ser utilizado nestes ensaios de curta duracdo, pois apresenta
variabilidade muito alta.

De todas as variaveis de fermentacdo analisadas no ensaio 2, somente as
medidas de pH ruminal 4 horas apds a alimentacdo se ajustaram ao modelo de
andlise segmentada, apresentando ponto de quebra aos 9 dias de alimentagcdo. A
analise de regressdo segmentada para degradacdo, atividade enzimatica e
aderéncia bacteriana no residuo de incubacéo in situ do feno, nédo foi significativa
para a maior parte dos animais, ndo sendo possivel realizar a analise variancia para
comparacao dos ponto de quebra entre as dietas, portanto pode-se inferir que nao

constituem bons indicadores de adaptacédo a dieta.
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Tabela 6 - Ponto de quebra (R, dias), niumero de observagbes (N), média (X) e
probabilidade (P) de efeito das dietas dos dias de adaptacdo (R)
sobre variaveis nutricionais! em ovinos alimentados com feno ou

feno+concentrado (F+C)

R N2 X Geral P (efeito dieta)? DP

Feno F+C
CMO 11,5 10,2 18 10,9 0,358 2,93
DMO 48h 9,0 11,6 9 10,7 0,414 4,37
DMO 5d 12,0 10,2 12 11,0 0,251 2,54
EFMO 11,1 12,0 15 11,6 0,501 2,32
CFDN 10,5 9,9 16 10,2 0,470 1,65
DFDN 48h 9,6 8,0 9 8,5 0,353 2,30
DFDN 5d 9,4 10,9 11 10,2 0,490 3,39
EFFDN 9,7 11,7 15 10,8 0,274 3,35
CN 11,8 10,0 17 11,0 0,194 2,68
EFN 13,2 11,4 12 12,1 0,475 4,14
EUN 9,05 8,7 9 6,6 0,075 2,68
Alantoina 6,0 13,0 9 7,5 0,037 3,41
pH jejum 9,9 7,8 8 9,1 0,196 1,97
pH aliment. 10,0 8,8 7 9,7 0,594 1,97

ICMO, consumo de matéria organica; DMO, digestibilidade da matéria organica; EFMO, excrecéo
fecal da matéria orgénica; CFDN, consumo de fibra em detergente neutro; DFDN, digestilidade da de
fibra em detergente neutro; EFFDN, excrecao fecal de fibra em detergente neutro; CN, consumo de
N; EFN, excrecao fecal de N; EUN, excrecdo urinaria de N; excrecdo urinaria de alantoina, pH antes
da alimentacgdo e pH 4 horas apés a alimentagéo

2N: nimero de dados que se ajustaram ao modelo de regressdo segmentada (broken line)
*Probabilidade do erro tipo | da analise de variancia



6 CONCLUSOES

A maior parte das variaveis nutricionais avaliadas nesse estudo foram
impactadas pela mudanca da dieta (i.e feno ou feno+concentrado). O tempo de
adaptacdo a nova dieta variou de seis a treze dias, independentemente do tipo de
dieta. Os resultados do presente estudo indicam que o periodo minimo de

adaptacdo em ensaios de digestibilidade in vivo deveria ser de 14 dias.
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Anexo A - Gréfico do consumo de matéria organica (ensaio 1)

e GIUPO A === Grupo B
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Figura A- Consumo de matéria organica diario por ovinos consumindo dois tipos de
dietas, divididos em dois grupos de alimentacdo. Até o 21° dia (d) do
periodo experimental: grupo A consumindo feno e grupo B, feno +
concentrado; do 22° ao 42° d: grupo A Feno + concentrado e grupo B
feno; do 43° ao 63° d: os grupos retornavam a sua dieta inicial. Setas

indicam as trocas de dietas. n=5 por grupo.
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Anexo B - Grafico da digestibilidade da matéria organica (ensaio 1)
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Figura B1 — Digestibilidade aparente da matéria organica diaria (calculada com base
na excrecao fecal diaria apos 48 h do consumo do alimento) em ovinos
consumindo dois tipos de dietas, divididos em dois grupos de
alimentacdo. Até o 21° dia (d) do periodo experimental: grupo A
consumindo feno e grupo B, feno + concentrado; do 22° ao 42° d: grupo
A Feno + concentrado e grupo B feno; do 43° ao 63° d: os grupos
retornavam a sua dieta inicial. Setas indicam as trocas de dietas.. n=5

por grupo.
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Figura B2 — Digestibilidade aparente da matéria organica diaria (calculada com base

no consumo meédio de 5 dias e excrec¢do fecal do 6° dia) em ovinos
consumindo dois tipos de dietas, divididos em dois grupos de
alimentacdo. Até o 21° dia (d) do periodo experimental: grupo A
consumindo feno e grupo B, feno + concentrado; do 22° ao 42° d: grupo
A Feno + concentrado e grupo B feno; do 43° ao 63° d: os grupos
retornavam a sua dieta inicial. Setas indicam as trocas de dietas.. n=5

por grupo.



56

Anexo C - Grafico da excrecao fecal de matéria organica (ensaio 1)

e GrUpo A === Grupo B
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Figura C — Excrecéo fecal de matéria organica por ovinos consumindo dois tipos de
dietas, divididos em dois grupos de alimentacdo. Até o 21° dia (d) do
periodo experimental: grupo A consumindo feno e grupo B, feno +
concentrado; do 22° ao 42° d: grupo A Feno + concentrado e grupo B
feno; do 43° ao 63° d: os grupos retornavam a sua dieta inicial. Setas

indicam as trocas de dietas. n=5 por grupo.
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Anexo D - Grafico do consumo de fibra em detergente neutro (ensaio 1)

e GIUPO A === Grupo B
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Figura D - Consumo de fibra em detergente neutro por ovinos consumindo dois tipos
de dietas, divididos em dois grupos de alimentacdo. Até o 21° dia (d) do
periodo experimental: grupo A consumindo feno e grupo B, feno +
concentrado; do 22° ao 42° d: grupo A Feno + concentrado e grupo B
feno; do 43° ao 63° d: os grupos retornavam a sua dieta inicial. Setas
indicam as trocas de dietas. n=5 por grupo.
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Anexo E - Gréaficos da digestibilidade da fibra em detergente neutro (ensaio 1)

— GIUPO A === Grupo B
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Figura E1 - Digestibilidade da fibra em detergente neutro (calculada com base na
excrecdo fecal diaria apds 48 h do consumo do alimento) em ovinos
consumindo dois tipos de dietas, divididos em dois grupos de
alimentacdo. Até o 21° dia (d) do periodo experimental: grupo A
consumindo feno e grupo B, feno + concentrado; do 22° ao 42° d: grupo
A Feno + concentrado e grupo B feno; do 43° ao 63° d: os grupos
retornavam a sua dieta inicial. Setas indicam as trocas de dietas. n=5

por grupo.
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Figura E2 - Digestibilidade da fibra em detergente neutro (calculada com base no
consumo meédio de 5 dias e excregdo fecal do 6° dia) em ovinos
consumindo dois tipos de dietas, divididos em dois grupos de
alimentacdo. Até o 21° dia (d) do periodo experimental: grupo A
consumindo feno e grupo B, feno + concentrado; do 22° ao 42° d: grupo
A Feno + concentrado e grupo B feno; do 43° ao 63° d: 0os grupos
retornavam a sua dieta inicial. Setas indicam as trocas de dietas. n=5

por grupo.
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Anexo F - Gréafico da excrecéao fecal da fibra em detergente neutro (ensaio 1)

e Grupo A === Grupo B

Excrecdo Fecal FDN (g/kg PV)

0 L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L |

17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63
Dias

Figura F - Excrecao fecal de fibra em detergente neutro por ovinos consumindo dois
tipos de dietas, divididos em dois grupos de alimentacédo. Até o 21° (d)
dia do periodo experimental: grupo A consumindo feno e grupo B, feno +
concentrado; do 22° ao 42° d: grupo A Feno + concentrado e grupo B
feno; do 43° ao 63° d: os grupos retornavam a sua dieta inicial. Setas

indicam as trocas de dietas. n=5 por grupo.
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Anexo G - Gréafico do consumo de Nitrogénio (ensaio 1)
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©
©
)

©
(o]
1

©
~
1

©
(o))
1

o
IS
1

Consumo de N (g/kg PV)
o o
w (€3]

©
N
1

©
=
1

O LI L L 1T T 1771 L LI L LI L LI L 11

15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61
Dias

Figura G — Consumo de N por ovinos consumindo dois tipos de dietas, divididos em
dois grupos de alimentacdo. Até o 21° (d) dia do periodo experimental:
grupo A consumindo feno e grupo B, feno + concentrado; do 22° ao 42°
d: grupo A Feno + concentrado e grupo B feno; do 43° ao 63° d: os
grupos retornavam a sua dieta inicial. Setas indicam as trocas de dietas.
n=5 por grupo.
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Anexo H - Grafico da excrecao fecal de Nitrogénio (ensaio 1)

e GIUPO A === Grupo B
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Figura H - Excrecédo fecal de N por ovinos consumindo dois tipos de dietas, divididos
em dois grupos de alimentacdo. Até o 21° (d) dia do periodo
experimental: grupo A consumindo feno e grupo B, feno + concentrado;
do 22° ao 42° d: grupo A Feno + concentrado e grupo B feno; do 43° ao
63° d: os grupos retornavam a sua dieta inicial. Setas indicam as trocas

de dietas. n=5 por grupo.
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Anexo | - Grafico daretencéo de Nitrogénio (ensaio 1)
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Figura | - Retencédo de N por ovinos consumindo dois tipos de dietas, divididos em
dois grupos de alimentacdo. Até o 21° (d) dia do periodo experimental:
grupo A consumindo feno e grupo B, feno + concentrado; do 22° ao 42°
d: grupo A Feno + concentrado e grupo B feno; do 43° ao 63° d: os
grupos retornavam a sua dieta inicial. Setas indicam as trocas de dietas.

n=5 por grupo.



64

Anexo J - Grafico da excrecdo urinaria de N (ensaio 1)
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Figura J - Excrecdo urinaria de N por ovinos consumindo dois tipos de dietas,
divididos em dois grupos de alimentacdo. Até o 21° (d) dia do periodo
experimental: grupo A consumindo feno e grupo B, feno + concentrado;
do 22° ao 42° d: grupo A Feno + concentrado e grupo B feno; do 43° ao
63° d: os grupos retornavam a sua dieta inicial. Setas indicam as trocas

de dietas. n=5 por grupo.
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Anexo L - Grafico da excrecéo urinaria de alantoina (ensaio 1)
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Figura L -

Excrecdo urinaria de alantoina por ovinos consumindo dois tipos de dietas,
divididos em dois grupos de alimentacdo. Até o 21° (d) dia do periodo
experimental: grupo A consumindo feno e grupo B, feno + concentrado;
do 22° ao 42° d: grupo A Feno + concentrado e grupo B feno; do 43° ao
63° d: os grupos retornavam a sua dieta inicial. Setas indicam as trocas

de dietas. n=5 por grupo.
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Anexo M - Grafico da degradacdo ruminal da matéria parcialmente seca
(ensaio 2)
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Figura M — Degradacdo ruminal da matéria parcialmente seca de feno por ovinos

consumindo dois tipos de dietas, divididos em dois grupos de
alimentacdo. Até o 21° (d) dia do periodo experimental: grupo A
consumindo feno e grupo B, feno + concentrado; do 22° ao 42° d: grupo
A Feno + concentrado e grupo B feno; do 43° ao 63° d: os grupos
retornavam a sua dieta inicial; 64° ao 84° d: os grupos voltaram a

receber a segunda dieta. Setas indicam as trocas de dietas. n=4 por

grupo.
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Anexo N - Grafico da aderéncia bacteriana ruminal (ensaio 2)
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Figura N — Aderéncia bacteriana ruminal em ovinos consumindo dois tipos de dietas,

divididos em dois grupos de alimentacdo. Até o 21° (d) dia do periodo
experimental: grupo A consumindo feno e grupo B, feno + concentrado;
do 22° ao 42° d: grupo A Feno + concentrado e grupo B feno; do 43° ao
63° d: 0os grupos retornavam a sua dieta inicial;, 64° ao 84° d: os grupos
voltaram a receber a segunda dieta. Setas indicam as trocas de dietas.

n=4 por grupo.
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Anexo O - Gréficos da atividade enzimatica bacteriana ruminal (ensaio 2)
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Figura O1 — Atividade enzimética bacteriana ruminal, expressa na MS, em ovinos

consumindo dois tipos de dietas, divididos em dois grupos de
alimentacdo. Até o 21° (d) dia do periodo experimental: grupo A
consumindo feno e grupo B, feno + concentrado; do 22° ao 42° d:
grupo A Feno + concentrado e grupo B feno; do 43° ao 63° d: os
grupos retornavam a sua dieta inicial; 64° ao 84° d: os grupos
voltaram a receber a segunda dieta. Setas indicam as trocas de

dietas. n=4 por grupo
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Figura O2 — Atividade enzimatica bacteriana ruminal, expressa por mg de proteina,

em ovinos consumindo dois tipos de dietas, divididos em dois grupos
de alimentacdo. Até o 21° (d) dia do periodo experimental: grupo A
consumindo feno e grupo B, feno + concentrado; do 22° ao 42° d:
grupo A Feno + concentrado e grupo B feno; do 43° ao 63° d: os
grupos retornavam a sua dieta inicial; 64° ao 84° d: os grupos
voltaram a receber a segunda dieta. Setas indicam as trocas de

dietas. n=4 por grupo
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Gréaficos do pH ruminal (ensaio 2)
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Figura P1 — ph ruminal de ovinos em jejum alimentados com dois tipos de dietas,

divididos em dois grupos de alimentacéo. Até o 21° (d) dia do periodo
experimental: grupo A consumindo feno e grupo B, feno +
concentrado; do 22° ao 42° d: grupo A Feno + concentrado e grupo B
feno; do 43° ao 63° d: os grupos retornavam a sua dieta inicial; 64° ao
84° d: os grupos voltaram a receber a segunda dieta. Setas indicam

as trocas de dietas. n=2 por grupo
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Figura P2— ph ruminal de ovinos 4 horas ap0s a alimentacéo recebendo dois tipos

de dietas, divididos em dois grupos de alimentacdo. Até o 21° (d) dia
do periodo experimental: grupo A consumindo feno e grupo B, feno +
concentrado; do 22° ao 42° d: grupo A Feno + concentrado e grupo B
feno; do 43° ao 63° d: 0os grupos retornavam a sua dieta inicial; 64° ao
84° d: os grupos voltaram a receber a segunda dieta. Setas indicam

as trocas de dietas. n=2 por grupo



Anexo Q - modelo de input do SAS para a analise de Broken Line

Consumo de matéria organica do animal 11, no segundo periodo experimental

Data G1;
options formdlim='*";
input G A D Per Diarel D CMO;

cards;

A 11 FC 2 1 22 20.8
A 11 FC 2 2 23 22.1
A 11 FC 2 3 24 22.9
A 11 FC 2 4 25 20.3
A 11 FC 2 5 26 22.3
A 11 FC 2 6 27 21.6
A 11 FC 2 7 28 24.3
A 11 FC 2 8 29 23.9
A 11 FC 2 9 30 25.6
A 11 FC 2 10 31 28.3
A 11 FC 2 11 32 29.8
A 11 FC 2 12 33 28.1
A 11 FC 2 13 34 27.7
A 11 FC 2 14 35 28.7
A 11 FC 2 15 36 25.5
A 11 FC 2 16 37 27.2
A 11 FC 2 17 38 26.8
A 11 FC 2 18 39 27.0
A 11 FC 2 19 40 27.1
A 11 FC 2 20 41 28.5

proc nlin data=gl; *straight broken-line;
parameters L=20 U=1 R=10;

z1l= (diarel<R) * (R-diarel) ;

model CMO = L + U* (zl);

output out=ppp p=predy;

run;

proc gplot;

title2 'linear broken lines';

goptions hpos=35 vpos=35 ftext=swiss;
symboll v=dot c=black;

symbol2 i=join v=none c=black;

plot cmo*diarel predy*diarel/overlay;
run;



Anexo R - modelo de out put do SAS para a anélise de Broken Line

Consumo de matéria organica do animal 11, no segundo periodo experimental
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Subiterations 128

Average Subiterations 2.844444
R 0.198965
PPC(U) 0.115456
RPC .
Object 1.15E-15
Objective 30.91473
Observations Read 20
Observations Used 20
Observations Missing (7]
Sum of Mean Approx
Source DF Squares Square F Value Pr > F
Model 2 132.4 66.2214 36.42 <.0001
Error 17 30.9147 1.8185
Corrected Total 19 163.4
Approx
Parameter Estimate Std Error Approximate 95% Confidence Limits
L 27.4879 0.4264 26.5882 28.3876
u -0.7420 0.1485 -1.0553 -0.4288
R 11.0000 1.3680 8.1137 13.8863

The NLIN Procedure

Approximate Correlation Matrix

L U R
L 1.0000000 0.0000000 0.4200840
u 0.0000000 1.0000000 0.8043997

R 0.4200840 0.8043997 1.0000000



Anexo S - Modelo de grafico do SAS para a analise de Broken Line

Consumo de matéria organica do animal 11, no segundo periodo experimental
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