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RESUMO

USO DO NIRS COMO FERRAMENTA DE DIAGNOSTICO NUTRICIONAL DE
ANIMAIS MANTIDOS EM PASTAGEM NATURAL

AUTOR: Marcelo Gindri
ORIENTADOR: Gilberto Vilmar Kozloski

A predicao do consumo voluntario de alimento e o teor de matéria organica digestivel e
proteina bruta da dieta de ovinos em sistemas extensivos compostos por pastagens naturais
heterogéneas ¢ um desafio para pesquisadores e técnicos. O objetivo do estudo foi desenvolver
modelos para prever o consumo de matéria organica (CMO), matéria organica digestivel
(MOD) e proteina bruta (PB) da deita de ovinos em pastejo sobre a pastagem natural do bioma
Pampa no Rio Grande do Sul com o uso da espectroscopia da refletdncia no infravermelho
proximo das fezes (NIRS fecal). Foi conduzido um ensaio com seis ovinos em uma area de
pastagem natural em Santa Maria, Rio Grande do Sul. Durante cinco dias, por treze meses
consecutivos (2014/2015), foram coletadas as fezes dos animais com o uso de bolsas, e amostras
de forragem individuais por animal, através do pastejo simulado e através da coleta de extrusas
realizada no inicio da maior refeicdo diaria dos animais, € no término da maior refeicdo. As
refeicoes eram identificadas através da avaliagdo de comportamento por 24hs prévia as coletas.
As amostras de dieta e fezes foram secas (55°C), moidas (1 mm), e determinado os teores de
matéria seca, matéria organica (MO), nitrogénio total (N). Nas amostras de dieta também foi
determinado o teor de MO digestivel (MOD) através da digestibilidade verdadeira in situ por
48hs multiplicado pelo teor de MO. Nas amostras fecais foram coletados os espectros de
absorbancia na faixa do infravermelho proximo. O CMO foi estimado por meio da excre¢ao
fecal diaria de N (EFN), utilizando o modelo CMO, g MO/animal/dia = 1,1 + 101,2 x EFN,
(1?=0,83) proposto por KOZLOSKI (dados nio publicados) para ovinos recebendo a mesma
dieta dos animais deste estudo. A MOD foi obtida pela equagdao, MOD, % MS = (1 — ((excrecdo
fecal diaria de MO)/CMO))x MO médio das amostras de simulagdo. Os valores de referéncia
da composi¢ao da dieta dos animais € o consumo foram relacionados com os expectros fecais
através de modelos de regressdo multipla (dieta/fezes) utilizando o método dos minimos
quadrados parciais. Do total de amostras de cada varidvel modelada, 25% foram destinadas
somente para valida¢do externa dos modelos. O desempenho dos modelos NIRS fecal foi
dependete da acuracia dos métodos de referéncia. O melhor modelo foi o da variavel MOD
quando estimada pelo N fecal, seguida pelas varidveis oriundas das amostras de extrusa,
independete do horario de coleta, e posteriormente pelas amostras de simual¢ao de pastejo
média por animal e didrias. O modelo CMO apresentou excelente resultado frente a dificuldade
que ¢ predizer esta variavel, pelo grande nimero de fatores envlvidos além da quimica da dieta.
A tecnologia do NIRS fecal pode ser utilizada como ferramenta para a predi¢do do CMO, PB e
MOD da dieta de ovinos em pastagem natural do bioma Pampa no Rio Grande do Sul.

Palavras-chave: Dieta. Fezes. Infravermelho. Ovinos. Pampa.



ABSTRACT

NIRS AS A TOOL FOR DIAGNOSTIC NUTRITION OF ANIMALS GRAZING
RANGELAND

AUTHOR: Marcelo Gindri
ADVISOR: Gilberto Vilmar Kozloski

The prediction of voluntary feed intake and digestibility of heterogeneous forages in
rangeland is a challenge for researchers and technicians. The objective of this study was to
develop models to predict the organic matter intake (OMI), organic matter digestibility (OMD)
and crude protein (CP) of sheep diet grazing rangeland Pampa biome in southern Brazil through
the faeces using the near infrared reflectance spectroscopy (fecal NIRS). Six sheep were used
in a natural pasture area in Santa Maria, southern Brazil. The last five day of each month (from
June 0f 2014 to June of 2014), individual feces from animal bags, and individual forage samples
was collected per animal through hard plucking and extrusas, collected at the beginning of the
biggest daily meal of animals, and at the end the biggest meal. The meals were identified
through behavioral assessment for 24 hours prior collections. The diet samples and feces were
dried (55 ° C), ground (1 mm), and determined the contents of dry matter, organic matter (OM),
total nitrogen (N). In the diet samples was also determined content of digestible organic matter
(DOM) through real-in situ digestibility by 48 hours multiplied by the MO content. In fecal
samples were collected absorbance spectra in the near infrared range. The OMI was estimated
by daily fecal excretion of N (DFEN), using the model, OMI, g OM/animal/day = 1.1 x 101.2
+ DFEN, (12 = 0.83), proposed by KOZLOSKI (unpublished) to sheep fed the same diet of the
animals in this study. The OMD was obtained by equation, OMD, % DM = (1 — ((daily fecal
excretion of OM) / OMI) x OM medium of simulation samples. The reference values of the diet
composition and OMI were individually related to fecal spectra through the partial least squares
regression method. For developing the models, 80% of the total sample was used, and the
remainder was used for external validation. The performance of fecal NIRS models was
dependete the accuracy of the reference methods. The best model was the OMD variable when
estimated by fecal N, followed by variables from the samples extrusa independete hour of
collection, and then the sample average hard plucking and daily per animal. The OMI model
present excellent result front difficulty is predicting this variable, the large number of envlvidos
factors besides diet chemistry. The technology of fecal NIRS can be used as a tool for predicting
the OMI, CP and OMD of sheep diet on natural pasture Pampa biome in southern Brazil.

Keywords: Diet. Feces. Infrared. Sheep. Pampa.
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1 INTRODUCAO

A criagdo de ovinos no Rio Grande do Sul se destaca como importante atividade
econdmica e também agrega o peso da tradi¢do cultural. Depois de um longo periodo de crise
na cadeia produtiva, devido a desvalorizacao da 13, a ovinocultura ganhou um novo mercado,
agora com um mercado para a carne, indicando um excelente potencial para se tornar em um
produto substituto no mercado, fazendo os produtores vislumbrarem um novo mercado.

Os ovinos no Rio Grande do Sul sempre foram criados sobre a pastagem natural do
Bioma Pampa, ambiente favoravel para a criacdo bovina e ovina. O sistema de producao ovino
baseado no campo nativo tem sido sindnimo de produgdo extensiva, caracterizado pela baixa
produtividade e, consequentemente, baixa rentabilidade. O uso de tecnologias que possibilitem
maior controle sobre a atividade ovina, principalmente aqueles relacionados a nutricdo, ja que
esta ¢ feita de forma empirica, podem reduzir os custos de produgdao dos produtores, por
otimizar os recursos disponiveis, como o pasto, ¢ fornecer de forma correta os nutrientes
exigidos pelos animais.

O fornecimento de uma dieta balanceada para animais em pastejo ¢ um desafio para os
produtores e técnicos, ja que hd muita variagdo na composicao das forragens, e principalmente
no campo nativo gatcho, que ha um grande nimero de espécies forrageiras, além disso, os
ovinos em pastejo compdem sua dieta de acordo com suas exigéncias nutricionais, exercendo
a seletividade no pasto, o que torna ainda mais dificil a identificagdo do real consumo de
nutrientes dos animais.

O desenvolvimento de uma técnica facil, rapida e de baixo custo para identificacdo da
dieta de ovinos em pastejo sobre campo nativo, seria uma saida para o fornecimento de uma
dieta adequada para os animais, a fim de atender suas exigéncias nutricionais.

A espectroscopia no infravermelho proximal (NIR) vem sendo empregada ha muitos
anos € por varios paises para monitoramento nutricional de animais em pastejo através da
analise do espectro das fezes. Para isso, ¢ necessario uma grande base de dados envolvendo
amostras fecais, das quais os espectros sdo coletados, contra uma vasta matriz acurada de
composicao de dieta que serdo utilizadas como valores de referéncia, que sao determinados por
meio de analises quimicas e bioldgicas no laboratorio. A partir do momento em que se obtém e
valida esta metodologia, a anélise fecal pode ser utilizada para determinar a qualidade da dieta,
tornando mais simples e dindmico o acompanhamento da qualidade da dieta dos animais em

pastagens com uma técnica rapida de baixo custo, livre de quimicos e ndo destrutiva.
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Os objetivos deste estudo foram desenvolver, calibrar e validar modelos para predizer o
teor de proteina bruta, matéria organica digestivel e consumo de matéria organica de ovinos
sobre pastagem natural do bioma Pampa no Rio Grande do Sul através da espectroscopia da
refletdncia no infravermelho proximo (NIRS) das fezes, além de avaliar a acuracia das

metodologias empregadas para a obtencdo dos valores de referéncia.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Ovinocultura no Rio Grande do Sul

A produgdo ovina no Rio Grande do Sul se destaca como importante atividade
econOmica e também agrega o peso da tradicdo cultural. Disseminada principalmente pela
metade sul do estado, a ovinocultura ficou marcada por periodos de progressos e crises. A
ovinocultura teve seu auge durante as décadas de 1950 e 1960 a partir dos altos precos da 1a no
mercado internacional e enfrentou uma grave crise na década de 1980 e 1990, pela redug@o no
preco da 1a devido aos grandes estoques australianos e a intensa entrada de tecidos sintéticos
no mercado téxtil, o que levou muitos produtores a desistir da atividade, reduzindo
significantemente o rebanho comercial e gerando a desestruturacdo de toda a cadeia produtiva
(BOFILL, 1996; NOCCHI, 2001).

Entretanto, o aumento do poder aquisitivo da populacdo e o incremento do abate de
animais jovens trouxeram um novo mercado para a ovinocultura. A carne ovina comegou a ser
apreciada, levando a uma maior demanda de consumo, o que indicou um excelente potencial
para se tornar um produto substituto no mercado (VIANA e SOUZA, 2007). Esse novo cenario
possibilitou o inicio da reestruturacdo da ovinocultura no Rio Grande do Sul, com a transi¢ado
do sistema produtivo laneiro para o sistema de producao de cordeiros para abate, tornando se,
dessa forma, o produto carne a principal exploracdo econdmica atualmente (VIANA e
SILVEIRA, 2009).

O efetivo de ovinos contabilizado em 2014 pelo IBGE no Brasil foi de 17,61 milhdes
de unidades, sendo 22,9 % concentrado no Rio Grande do Sul. O municipio de Santana do
Livramento (RS), Casa Nova (BA) e Alegrete (RS) apresentaram os maiores rebanhos de ovinos
do pais em 2014.

Apesar da retomada da atividade ovina no estado, muitos aspectos relacionados aos
sistemas de producao ainda estao deficientes, limitando o desenvolvimento da cadeia produtiva,
como apontado por VIANA et al. (2013). Praticas nutricionais ainda se encontram deficientes,
pelo fato dos produtores utilizarem areas marginais para a ovinocultura, e a atividade ser
desenvolvida de forma extensiva sobre o campo natural, que faz-se necessario o uso de

suplementagdo em algumas épocas do ano, que ¢ feita de forma esporadica, e sem uma
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formulagdo a fim de atender as demandas nutricionais dos animais. (VIANA e SILVEIRA,

2009).

2.2 Pastagem natural do Rio Grande do Sul

O pastagem natural do Bioma Pampa no Rio Grande do Sul, ocupando
aproximadamente 63% (IBGE 2004) da superficie do estado, faz parte da economia e da cultura
do estado, pois foi sobre ela que se desenvolveu a criacdo de animais, fonte de renda para muitas
familias, e que deu origem ao Gaucho. O bioma se caracteriza por uma espléndida diversidade
de espécies C4, de crescimento estival, e C3 de crescimento hibernal, compreendendo cerca de
523 espécies de gramineas e 250 espécies de leguminosas (BOLDRINI, 2002), além de uma
grande diversidade de passaros, mamiferos e outras plantas. Segundo BURKART (1975),
constitui uma das regides do mundo mais ricas em gramineas, com uma mistura de espécies
microtérmicas e megatérmicas e predominio destas ultimas.

A grande diversidade biologica ocorrente no bioma Pampa se deve, em especial, a
diversidade de solos procedentes da grande variabilidade geoldgica, da topografia, da
distribuicao da pluviosidade, da temperatura e da disponibilidade de agua (BOLDRINI, 2009).
A topografia associada a hidrografia, formada por rios e lagoas, constitui uma grande variedade
de ambientes que sustentam uma grande diversidade bioldgica.

O bioma no estado ¢ formada por areas extensas de campos, com inclusdes de manchas
de florestas, principalmente nas margens de rios. Destacam-se os campos de barba-de-bode do
Planalto, os campos de origem Baséltica sobre solos rasos e solos profundos da Campanha, os
campos de areia, os campos da Depressdao Central, os campos litordneos, e a vegetagao
savanodide (arboreo-arbustiva) da Serra do Sudeste, sobre solos rasos procedentes de granito
(BOLDRINI, 2009).

Esta diversidade além de ser um patriménio genético, é importante para producao
animal, pois possibilita uma dieta variada aos ruminantes, o que confere caracteristicas
particulares ao produto animal nele obtido (NABINGER, 2009).

A estacionalidade na producdo de forragem combinada com a grande diversidade de
espécies forrageiras, dificulta identificar a ingestdo de nutrientes pelos animais, o que torna
desafiador um manejo nutricional adequado, podendo em muitos casos comprometer a

sustentabilidade dos sistemas de produ¢do com base forrageira a pastagem natural. Como
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consequéncia, nos ultimos anos cerca de 22% de area de pastagens naturais entre 1996 (10,5
milhdes de hectares) a 2006 (8,2 milhos de hectares), foram destinadas para praticas agricolas
conforme o Censo Agropecuario 2006 (Instituto Brasileiro de Agricultura e estatistica - IBGE,
2009), por ser considerado pelos produtores mais rentdvel do que a produgdo pecudria.
Acredito, hoje, que esta area devastada tenha dobrado, ndo ha dados atuais que comprovem,
porém ao andar pelos pampas ¢ notavel a expansdo das areas de lavoura e florestas exoticas
(Pinus e Eucalipto).

Frente a esses desafios, torna-se dificil a preservacao deste patrimonio, que por muitos
anos foi a base do sustento de um povo, porém, com ferramentas adequadas de manejo e de uso
para produgdo animal, pode se tornar uma boa fonte de sustento, e at¢ mesmo mais rentavel do
que outras culturas agricolas, além de ser uma atividade de menor risco.

Como forma de exemplificar a variabilidade espacial e temporal na qualidade da
pastagem nativa do bioma Pampa no Rio Grande do Sul, fiz um levantamento utilizando
diferentes estudos realizados no estado que analisaram a composi¢do bromatologica da
pastagem (Tabela 1), os dados sao também varidveis em funcao da forma como as amostras de
forragem foram coletadas, porém da pra se ter uma ideia das variagcdes regionais €
principalmente temporais, também achei interessante por ndo ter encontrado na literatura

nenhum compilado de dados como este.

2.3 Variaveis nutricionais em estudo

O desempenho dos animais depende principalmente do valor nutricional da sua dieta e
da sua capacidade ingestiva. Para ruminantes, especialmente a pasto, o bom valor nutricional
da sua dieta depende principalmente, do conteudo de energia e proteina, que podem ser
fermentados pela microbiota ruminal ou escapar e serem absorvidos mnos demais
compartimentos do trato digestivo. A fermentagdo ruminal e a digestdo pdés-ruminal dependem
da concentracdo total de carboidratos e proteinas na dieta e de suas taxas de degradacao e

passagem, ambas relacionadas com o consumo voluntario dos ruminantes (KOZLOSKI, 2011).
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Tabela 1 — Resultados bromatoldgicos de diversos estudos realizados sobre a pastagem nativa do bioma Pampa no Rio Grande do Sul, em funcao

do tipo de solo, regido e da estagdo climatica

i Método de
Publicagho Local do ensaio amzs‘ir;’gefn Epocado PB DIVMS DIVMO FDN FDA LDA PIDA
Cidade Solo da forragem ano (% MS) (% MS) (%MO) (% MS) (% MS) (%MS) (% MS)
Inverno 6,66 - - - - - -
LOBATO, 1998 Pelotas Planossolo Dupla ~ Primavera 8,74 - - - - - -
eutrofico amostragem Verdo 8,97 - - - - - -
Outono 8,81 - - - - - -
ROCHA, 2002 Dom _ ; Inverno 6,47 - 34,67 - - - ;
Pedrito
Podzélico Simulacao de
TONETTO, Santa Vermelho as te% de Inverno e 1327 41.68 i i i i i
2002 Maria Amarelo paste) . Primavera ’ ?
., cordeiros
Distréfico
Basalto superficial _ Médiade2 ), ¢ ; 44,56 72,65 ; ; _
anos
SILVEIRA, Alegrete  Basalto profundo - Média de 2 11,45 - 39,51 76,18 - - -
2005 anos
Arenito ; Médiade2 , 4¢ ; 3346 80,78 ; ; ;
anos
GONCALVES,  Séo Argissolo Dupla Outono 7,67 - 62,31 - - - -
vermelho

2007 Gabriel Distrofico Arénico 2MOSagem Inverno 5,93 - 56,77 - - - -
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Tabela 1 — ... continuagao
icaca i Método d .
Publica¢ao Local do ensaio amzs‘;r;’ge; Epocado PB DIVMS DIVMO FDN FDA LDA PIDA
Cidade da forragem ano (% MS) (% MS) (%MO) ©MS) (%MS) (%MS) (% MS)
Neossolo Litolico Inverno 6,20 - 29,80 - - - -
Eutrofico Tipico, '
Chernossolo PrlmaYera- 6,40 . 25,60 - - - -
GARAGORRY, Alegrete Ebanico Dupla Verdo
2008 g Carbonatico amostragem
Vértico e Outono-
Vertissolo Ebanico Inverno 6,40 } 13,20 } } } }
Ortico Tipico
Lamina foliar
e colmo
FARINATTL,  Hulha — Planossolode ;. 4 Verio 931 - 5528 73,14 - - -
2009 Negra textura média
dupla
amostragem
Santa Planossolo Simulagao de Primavera
SACCOL, 2015 . 1 . pastejo de 9,50 50,00 78,5 - - -
Maria  Héplico eutrofico ) a Inverno
cordeiros
JOCHIMS,  Eldorado Planossolo Dupla Inverno - - - 76,13 43,13 10,73 1,94
2012 do Sul  Héplico eutrofico amostragem Primavera - - - 73,32 39,52 8,12 1,95
i 5 Primavera 9,30 - 63,70 - - - -
BARBIERI, Santa Planossolo Sm;lsltlg% acc)lede Verdo 340 i 62.40 i i i i
2013 Maria  Héplico eutrdfico pastq) : :
novilhas Outono 8,80 - 67,00 - - - -

- =nao contém a informagdo na publicagdo; PB = proteina bruta; DIVMS = digestibilidade in vitro da matéria seca; DIVMO = digestibilidade in vitro da matéria organica; FDN

= fibra insoluvel em detergente neutro; FDA = fibra insoliivel em detergente 4cido; LDA = lignina em detergente 4cido; PIDA = proteina bruta insoluvel em detergente acido.
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Tradicionalmente os teores de proteina e carboidratos, podem ser determinados através
do fracionamento dos alimentos em laboratorio, conforme proposto por HENNEBERG (1864)
(Weende) e VAN SOEST (1967). A digestibilidade por sua vez, pode ser estimada através da
composi¢ao quimica da forragem (WEISS et al, 1992), de ensaios in vivo (MERCHEN, 1988),
in situ (MEHREZ e ORSKOV, 1977) ou in vitro (TILLEY e TERRY, 1963), ou através do uso
de indices fecais, como concentragdo de proteina bruta (PB) ou nitrogénio (N) nas fezes ou
excregao total de N ou PB (BOVAL, 2003; FERRI, 2003)

A estimativa do consumo de animais a pasto nao ¢ uma tarefa facil, e tem sido objeto
de estudo por muitos pesquisadores. A estimativa mais usual relaciona a estimativa de
digestibilidade da forragem consumida pelos animais e a quantificagcdo da excregdo fecal, que
pode ser feita com o uso de indicadores internos ou externos. Segundo KOZLOSKI et al.
(2014), a variabilidade da estimativa da excrecdo fecal ¢ a que menos impacta na estimativa do
consumo, sendo a variabilidade da estimativa da digestiblidade a mais impactante. O
desenvolvimento de uma metodologia precisa para estimar a digestibilidade das forragens
consumidas pelos animais, seria o ideal para uma correta estimativa do consumo de animais em
pastejo. Uma ferramenta que vem sendo utilizada para identificacdo da dieta de animais a pasto

¢ a tecnologia NIRSfecal, que sera discutida nos proximos itens desta revisao bibliografica.

2.4 Espectrofotometria de refletancia no infravermelho préximo (NIRS)

2.4.1 O equipamento

Os instrumentos espectroscopicos para uso da regido do infravermelho contém
geralmente cinco componentes (Figura 1): (1) uma fonte estavel de energia radiante; (2) um
seletor de comprimento de onda que isola uma regido limitada do espectro para a medida; (3)
um ou mais recipientes para a amostra; (4) um detector de radiacdo, o qual converte a energia
radiante para um sinal elétrico mensuravel; e (5) uma unidade de processamento e de leitura do
sinal, geralmente composto por um circuito eletronico e, nos instrumentos modernos, por um

computador.
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Figura 1 — Estrutura basica de um espectrofotometro infravermelho dispersivo

Fonte: Adaptado de SKOOG et al. (2006).

Os materiais Opticos destes equipamentos como células, janelas, lentes e espelhos sdo
feitos tipicamente de sais de haletos ou, em alguns casos, de materiais poliméricos, por nao
absorverem os comprimentos de onda utilizados na analise. A fonte da luz infravermelho
préximo utilizada sdo constituidas por s6lidos inertes aquecidos, que pode ser uma lampada de
tungsténio ou halogénio. Existem dois sistemas de seletores de comprimentos de onda que
podem ser utilizados nestes equipamentos, 0 mais comum ¢ o monocromador que pode possuir
uma rede de difragdo ou um prisma, ambos responsaveis por dispersar a radiagdo em seus
comprimentos de onda desejaveis para a analise, o outro tipo € através de um interferdmetro,
responsavel por produzir padrdes de interferéncia que contém a informagdo espectral do
infravermelho e que pode ser decodificado por uma técnica matematica denominada
transformada de Fourier. O detector capaz de identificar comprimentos de onda na regido do
infravermelho sdo do tipo térmicos, estes apresentam uma superficie enegrecida que absorve
radiagdo infravermelha, aumentando consequentemente sua temperatura, este aumento de
temperatura ¢ convertido em um sinal elétrico que ¢ amplificado e medido. O processador de

sinal ¢ um dispositivo eletronico que amplifica o sinal elétrico proveniente do detector, além de
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efetuar operagdes matematicas sobre o sinal, tais como diferenciacgdo, integracdo ou conversao

logaritmica.

2.4.2 Principio da técnica

O espectrometro NIR (Near Infrared Reflectance) ¢ um equipamento que efetua analises
de amostras organicas através do principio de emissao da radiagdo eletromagnética na faixa do
infravermelho proximo (1100 a 2500 nanometros (nm)), faixa capaz de identificar ligacdes
covalentes de moléculas organicas. As radiacdes eletromagnéticas consistem em fétons que
tracam um percurso a uma velocidade fixa. Nesse percurso os fotons exibem um movimento de
onda, que ¢ expresso como comprimento de onda (a distdncia percorrida por uma onda
completa) (GASPAR, 2004).

A base fisica de absorcdo de luz € relacionada a natureza das ligagdes moleculares que,
por sua vez, sdo definidas pelos vinculos entre os 4tomos dentro das moléculas. Entretanto,
essas ligagdes ndo sdo conexdes estaticas e sim vibram o tempo todo, provocando estiramento
e compressao das moléculas (Figura 2), resultando em um movimento de onda dos atomos, com
comprimento de onda especifico dependente da quantidade de energia envolvida na ligagao que

¢ dependente dos elementos envolvidos (SKOOG et al, 2006), conforme apresentado na Figura
3.
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Figura 2 - Modos de vibragao molecular. As bolas vermelhas e azuis representam os atomos e
a linhas representam as ligagdes, os sinais X ¢ ® indicam movimentos para dentro e

para fora do plano do desenho, respectivamente
Fonte: Adaptado de SKOOG et al. (2006).

O NIRS baseia-se na absorc¢ao de energia eletromagnética, emitida por uma fonte de luz
com comprimentos de ondas situadas na regido do infravermelho préximo, que ao penetrar na
amostra podem ser absorvidos pelas ligagdes covalentes existentes entre os elementos presentes
nas substancias organicas, que vibram com mesmo comprimento de onda (SKOOG et al, 2006).
Como a quantidade de radiagdo e os comprimentos de onda absorvidos sdo especificos para
cada tipo de ligacdo quimica covalente entre os elementos que compdem a amostra, torna-se
possivel identificar e quantificar as moléculas organicas através do padrdo espectral que ¢é
absorvido da luz incidente (VOGEL, 1992). Nos casos de amostras solidas, parte da luz emitida
pelo NIR penetrara na amostra e interagira com as moléculas presentes na amostra, sendo
absorvida, e a outra parte refletida até o detector. Logo a luz refletida serd a luz que carrega as
informagdes sobre o padrao espectral daquela amostra.

A interpretacao do espectro de um composto organico misto ¢ mais complicada do que

a interpretacdo de compostos organicos puros. Isto porque os compostos organicos mistos
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apresentam grande nimero de ligacdes moleculares que caracterizam diversos compostos
organicos, mas que absorvem luz de um mesmo comprimento de onda (SILVERSTEIN e

WEBSTER, 2000).

. i
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N | - ;
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Figura 3 — Regides dos picos de absorbancia para as moléculas quimicas dentro da regido do

infravermelho proximal
Fonte: Adaptado de METROHM (2013).

Com a falta de distingdo das medidas dos picos do espectro fica dificil dizer a
composicdo do alimento a partir de modelos matematicos simples, que indicam quais o0s
comprimentos de onda correspondentes a cada composto molecular. Como nao existe um
modelo matematico para descrever a reflexdo em uma amostra contendo uma distribui¢ao
heterogénea de substancias quimicas, o NIRS requer calibragcdo utilizando amostras de
composi¢ao quimica conhecidas e determinadas por uma técnica quimica padrdo acurada, que
serd comparada com os espectros obtidos por ele, os métodos matematicos e estatisticos capazes

de fazer estas calibracdes sdo chamados de métodos quimiométricos ou Quimiometria.
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2.5 Quimiometria

A quimiometria ¢ uma area que se refere a aplicacdo de métodos estatisticos e
matematicos a problemas de origem quimica. Muita énfase tem sido dada aos sistemas
multivariados, nos quais se pode medir muitas varidveis simultaneamente, ao se analisar um
amostra qualquer. Nesses sistemas, a conversao da resposta instrumental no dado quimico de
interesse, requer a utilizagao de técnicas de estatistica multivariada, algebra matricial e analise
numérica, dentre as técnicas mais utilizadas estdo a analise de componentes principais € a

regressao por minimos quadrados parciais.

2.5.1 Analise de componentes principais

A andlise de componentes principais (Principal Component Analysis (PCA)), ¢ a
ferramenta mais utilizada para realizar compressdo e andlise exploratoria de dados
multidimensionais (SOUZA et al, 2012). A PCA ¢ feita através da modelagem da estrutura de
correlagdo entre as varidveis da matriz de dados, agrupando-as com o objetivo de obter a
maxima variancia total dos dados em um numero pequeno de componentes principais (fatores),
havendo uma reducao da dimensionalidade das variaveis originais, construindo novas varidveis
sintéticas independentes (BOUROCHE e SAPORTA, 1982), e eliminando variaveis originais

que possuam pouca informagao e que podem ser ruidos (VICINI, 2005).

2.5.2 Regressdo por minimos quadrados parciais

Para dados oriundos da espectroscopia NIR faz-se necessario o uso de métodos de
regressao multivariada pelo grande nimero de variaveis envolvidas, hoje o mais empregado ¢
a regressao por minimos quadrados parciais (Partial Least Square (PLS)) (PASQUINI, 2003).
O PLS ¢ um dos mais empregados por considerar informagdes contidas tanto na matriz X

quantona Y.
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O método PLS baseia-se em combinar linearmente através de um PCA os dados da
matriz X (espectros) e os dados da matriz Y (valores de referéncia), formando vetores (fatores)
descorrelacionados entre si, € capazes de explicar a variagao dos dados de cada matriz. Depois
de criados os vetores da matriz X e da matriz Y, estes sdo relacionados, de forma que haja a
maxima covariancia entre os dois conjuntos de dados, e a maxima explica¢do da variancia dos
dados de referéncia Y a partir das variaveis X (KOURTI e MACGREGOR, 1995; GELADI e
KOWALSKI, 1986). A PCA s6 pode ser feita quando ha duas ou mais varidveis, como no caso
deste estudo foi desenvolvido um modelo para cada varidvel Y, entdo o PLS-1 gerou a matriz
de fatores somente para os dados da matriz X (tl e t2), que foi relacionada com a matriz de
dados Y, gerando um modelo y =a + tlbl + t2b2 + e, sendo a (intercepto), t1 ou t2 (niveis em
cada variavel independente), bl ou b2 (coeficientes de regressdo para cada varidvel
independente), o e (erro da estimativa) as fontes de variagdo do modelo PLS-1. Na Figura 4

esta representado o passo a passo da modelagem PLS-1.

PCA-da-
X3 matriz-X

t2 Interior-doPLS

Figura 4 — Na figura estdo representadas as etapas de modelagem realizadas pelo método PLS-
1. Na figura A e B s@o representados o PCA que da origem aos vetores ti e t
formados a partir da variaveis da matriz X, e na figura C a combinagao entre os dois

vetores formados e os dados matriz Y gerando o modelo y =a + tlbl +t2b2 +e

Fonte: Autor.
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2.5.3 Tratamentos dos dados espectrais

Previamente ao desenvolvimento dos modelos, sdo necessarios alguns tratamentos
matematicos nos espectros do banco de dados. Os tratamentos sdo aplicadas principalmente
para superar os problemas associados aos espalhamento da luz quando mensurada por
refletancia difusa, fendmeno que ocorre principalmente nos espectros de amostras solidas com
particulas de tamanhos desuniformes. Apos a amostra ser irradiada (I) com a luz, o que nao for
absorvido (A) sera refletido (R) até o detector, gerando o resultado da analise, porém quando
ndo temos uma superficie de absorbancia uniforme parte da luz refletida pode ser espalhada
para outra direcdo que ndo a do detector, gerando um resultado falso para a refletancia da
amostra em andlise, este fenomeno pode ser melhor compreendido através da Figura 5.

Dentre as técnicas matematicas mais empregadas sobre os espectros para corregdes de
problemas natureza metodoldgica estdo a primeira e a segunda derivada com niimero variavel
de pontos, com alisamento Savitsky-Golay, além da corre¢do do espalhamento multiplicativo
(Multiplicative Scatter Correction (MSC)) ou a transformagao normal de variagdo (Standard
Normal Variate (SNV)) com ou sem eliminagdo de tendéncia (Detrend) (PASQUINI, 2003),
responsavel por amenizar os problemas com o espalhamento da luz.

As derivadas sdo empregadas visando eliminar os desvios lineares de linha de base e
problemas de sobreposi¢do, mas trazem o inconveniente de diminuir a relagao sinal/ruido, pois
quanto mais alta for a relagdo sinal-ruido, menor ¢ o efeito do ruido de fundo sobre a deteccgao
ou medicao do sinal. Esta desvantagem ¢ compensada pelo uso simultaneo do alisamento

Savitsky-Golay, que ¢ aplicado para elimina¢do de ruidos espectrais (SOUZA et al, 2012).

2.6 Uso do NIRS fecal na nutricio de ruminantes

O uso da espectroscopia da refletancia do infravermelho préximo (NIRS) vem sendo
utilizado como suporte aos sistemas de produgdo agropecuarios em diversos paises e setores
das cadeias produtivas agropecudrias visando a redu¢dao de custos, aumento de producao e

melhoria da eficiéncia no uso dos nutrientes na nutricao animal.
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Figura 5 — Processo de irradiagdo da amostra com a luz infravermelho e a posterior refletancia
da luz ndo absorvida pela amostra, demonstrando o espalhamento de parte da luz

refletida para sentido contréario ao do detector

Fonte: Autor

Tradicionalmente a tecnologia NIRS ¢ utilizada na rotina de laboratérios de controle de
qualidade que fazem analises de alimentos para humanos ou animais, para identificar a
composi¢ao quimica dos ingredientes utilizados nas misturas. Os modelos sdo desenvolvidos
relacionando de forma simples os espectros com a composi¢cdo quimica da mesma amostra,
tornando fécil a modelagem e com bons resultados.

Na nutricdo de ruminantes BROOKS et al. (1984) foram pioneiros, na qual
desenvolveram modelos fecais para Alces no Alasca, mas a ferramenta foi de fato implantada
na nutricdo de ruminantes de produg¢do por LYONS e STUTH (1992), que utilizaram a
tecnologia NIRS para estimar a qualidade da forragem ingerida por bovinos em pastejo nos
Estados Unidos através de amostras fecais. Lyons e Stuth relacionaram materiais diferentes
(dieta/fezes), mas bioquimicamente relacionados, justificando que as fezes dos herbivoros em
pastagens continham ligagdes quimicas resultantes dos residuos ndo digeridos do alimento, da

fermentacdo microbiana e produtos finais da digestdo do animal, que poderiam fornecer
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informagdes espectrais no NIR altamente correlacionadas com a proteina bruta da dieta e
digestibilidade.

Seguindo da teoria de Lyons e Stuth, varios outros trabalhos foram realizados com esta
tecnologia ao redor do mundo e para diferentes categorias e espécies animais, como LYONS e
STUTH (1995) e COLEMAN et al. (1995) para bovinos nos Estado Unidos, BOVAL et al.
(2004) para bovinos na Franca, LEITE e STUTH (1995) e WALKER et al. (2007) para caprinos
nos Estado Unidos, LANDAU et al. (2004), GLASSER et al (2008) e LANDAU et al. (2008)
para caprinos em Israel, LI et al. (2007) para ovinos nos Estado Unidos, COATES (1999) para
bovinos na Australia, FANCHONE et al. (2009) e BOVAL et al. (2010) para ovelhas leiteiras
na Franca, DECRUYENAERE et al. (2012) para vacas leiteiras na Bélgica, OTTAVIAN et al.
(2015) para vacas leiteiras na Italia. No Brasil, foi realizado um unico trabalho por COX et al.
(2000) para ovinos na Caatinga. As estimativas de qualidade da dieta dos trabalhos citados
incluem principalmente o teor de proteina bruta, digestibilidade da matéria organica, mas
também existem modelos para fibra insolivel em detergente neutro e acido, além de estimativas
da excrecao fecal e consumo voluntario dos animais, composi¢do botanica da dieta,
concentracdo de compostos fendlicos ou taninos, conforme demonstrado MCCAFFERTY et al.
(2001) (Tabela 2), que fez um compilado de varios estudos utilizando a técnica, neste estudo

ele demonstra também a acuracia da técnica.

Tabela 2 — Desempenho médio da tecnologia NIRS fecal na predi¢ao de parametros nutricionais

da dieta de ruminantes

Parimetros R? Slope Erro padrio da predi¢io
Proteina bruta 0,92 0,994 0,666
Digestibilidade da proteina bruta 0,94 0,993 3,920
Energia metabolizavel 0,92 0,960 0,352
Digestibilidade da matéria organica 0,81 0,952 2,580
Compostos fenolicos totais 0,93 1,020 0,353
Taninos totais 0,99 0,932 0,321

Fonte: (Adaptado de McCafferty et al. 2011)

Além de estimar qualidade da dieta de animais sob condi¢des de pastejo, o NIRS pode
ser aliado a um software de diagnostico nutricional para tomada de decisdo sobre o uso
estratégico de suplementos nutricionais para atender a demanda produtiva de animais a pasto.

Na literatura hd um trabalho publicado por TOLLESON e SCHAFER (2014) que utilizaram
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modelos NIRS para a estimar a qualidade da dieta de vacas sobre pastagem nativa do Arizona
nos Estados Unidos, e aliaram com o software Nutritional Balance Analyzer (NUTBAL PRO)

de diagndstico nutricional para prever o status nutricional dos animais.



3 HIPOTESE

E possivel predizer o teor de proteina bruta, matéria organica digestivel, consumo de
matéria organica, concentragao de N fecal de ovinos sobre a pastagem natural do Rio Grande

do Sul a partir do usa da espectroscopia de refletdncia no infravermelho proximal nas fezes.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local, animais e época

Foi conduzido um ensaio com seis ovinos da raga Santa Inés, peso corporal médio de
57 + 2,5 kg, seis anos de idade e canulados no rumen, no periodo de junho de 2014 a junho de
2015. A éareautilizada foi de 0,86 hectare (ha) de campo nativo localizado sobre o bioma Pampa,
pertencente ao Departamento de Zootecnia na Universidade Federal de Santa Maria, da area
total, 0,64 ha era util para o pastejo, pois o restante era uma area de mata nativa (Figura 6).

Antes do inicio do ensaio a area foi ro¢ada rente ao solo, adubada (150 kg/ha de NPK —
5-20-20) e diferida por 80 dias. Durante o ensaio foram feitas quatro outras rogadas na area,
nos meses de Outubro, Dezembro, Janeiro e Abril, para controle da massa de forragem.

Para o uso dos animais no estudo, os protocolos de coleta descritos nos demais itens do
material e métodos foram enviados na forma de um projeto para Comissdo de Etica no uso de

animais em pesquisa da UFSM, o qual foi aprovado gerando um parecer n° 082/2014 (Anexo

).

Figura 6 — Foto de satélite da area onde foi realizada o ensaio, demonstrando a porg¢ao util para

o pastejo dos animais
Fonte: Adaptada de GOOGLE HEART, 2013.
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4.2 Periodos experimentais

Os periodos experimentais tiveram duracgao de 30 dias. Durante os periodos do primeiro
outono/inverno (junho a setembro de 2014), os animais foram suplementados com 1% do peso
vivo de Farelo de Trigo (17% proteina bruta e 75 % nutrientes digestiveis totais, valores
fornecidos pelo fabricante), com objetivo de suprir suas demandas nutricionais ¢ manté-los com um
bom status nutricional neste periodo, no qual houve uma redugdo na qualidade da pastagem
nativa. O suplemento foi fornecido do 1° ao 10° dia de cada periodo experimental, para que
fosse possivel adapta-los do 11° ao 20° dia somente com a forragem e fazermos as coletas do

21°ao 29° dia do periodo experimental.

4.3 Medidas e coletas de amostras ao longo do ensaio de campo

4.3.1 Caracterizagdo da pastagem

Com intervalos de 30 dias, foi medido a disponibilidade da massa de forragem (MF),
através da técnica de estimativa visual de comparagdo de padrdes, calibrada com dupla
amostragem, com 20 estimativas visuais da MF e seis cortes rente ao solo com um quadro de
0,25 m?> (HAYDOCK e SHAW, 1975), em cada estimativa visual os avaliadores estimavam
visualmente o teor de material verde em cada quadro, que apos foi utilizado para estimar a
massa de forragem verde (MFV). As amostras de pasto dos cortes da dupla amostragem, foram
secos em estufa com circulagdo forcada de ar a 55°C e, foi pesada apos atingir peso constante,
este foi extrapolado para um hectare e relacionado com as estimativas visuais, assim obtive
modelos mensais (MF, kg MS/ha = a + b x estimativas visuais) para calcular a massa de
forragem, e por fim calcular a oferta de forragem (OF, kg de MS/kg de peso corporal/dia) da
area util para o pastejo de 0,64 hectares (Tabela 3)
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Tabela 3 — Massa de forragem e forragem verde, carga animal e oferta de forragem estimados

mensalmente ao longo do ensaio para os 0,64 ha de area util para o pastejo dos ovinos

Massa de
Massa de forragem  Carga animal OF (kg de

Periodo Meés forrzll\%(;l/r;l 2(ll)(g de verde (kgde (kg de PC) MS/ll?é);(g de
MS/ha)
1 Junho 4016,03 2808,57 346,65 24,72
2 Julho 4307,87 2095,44 3429 26,80
3 Agosto 3454,05 1795,16 342,95 21,49
4 Setembro 4591,50 2571,40 342,45 28,60
5 Outubro 4036,37 2484,66 3333 25,84
6 Novembro 4815,64 3698,74 341,75 30,06
7 Dezembro 4344.,86 3691,15 350,9 26,42
8 Janeiro 4687,62 3819,26 356,65 28,04
9 Fevereiro 4731,32 3565,50 343,76 29,36
10 Marco 6055,71 424728 355,95 36,29
11 Abril 5169,75 324478 354,8 31,08
12 Maio 5616,11 2829,50 367,2 32,63
13 Junho 3874,34 1584,39 351,05 23,54

Ainda, uma vez no periodo de outono/inverno (junho) e outra na primavera/verao
(dezembro) foi identificado a composi¢do botanica da area através do método do Botanal
(TOTHILL et al., 1992). Foram avaliados 18 pontos representativos da drea com o uso de um
quadro de 0,25 m?, em cada ponto foi determinado a disponibilidade total de matéria seca
através da mesma metodologia descrita para massa de forragem, e também a contribui¢ao das
principais espécies e da frequéncia relativa das demais no mesmo quadro de avaliagdo. Na
planilha de célculo da contribui¢cdo de cada espécie na massa de forragem as espécies com baixa
frequéncia (que ndo foram representativas na massa) receberam um a nota de 1%, as demais,
que tiveram grande representatividade na massa a ponderagdo foi feita no momento da
avaliacdo. Apos, foi multiplicado a proporg¢ao relativa (%) de cada espécie em cada ponto de
avaliacdo pela massa de forragem estimada para o mesmo ponto de avaliagdo.

Na avaliacao de outono/inverno foram identificadas 34 espécies e na avaliagao de
primavera/verdo 45 espécies (Anexo 2), estas foram agrupadas em suas familias e os grupos

apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Composicao floristica da area onde foi realizado o ensaio, agrupada por familia, para
as duas épocas de avaliagdo, os valores sdo expressos em relagdo a massa de

forragem (%) presente na area no dia da avaliagdo

Familia Outono/Inverno Primavera/Verio
Poaceae 90,71 86,72
Apiaceae 5,44 2,11
Fabaceae 0,97 2,35
Cyperaceae 0,75 2,68
Rubiaceae 0,68 0,44
Convolvulaceae 0,35 3,03
Asteraceae 0,32 0,79
Hypoxidaceae 0,34 0,6
Amaranthaceae 0,21 0,23
Malvaceae 0,07 0,11
Melastomataceae 0,06 0,21
Lythraceae - 0,24
Oxalidaceae - 0,21
Iridaceae - 0,14
Lamiaceae - 0,06

4.3.2 Dieta e fezes

Foi medido a producao total de fezes de cada animal através do uso de bolsas coletoras,
durante cinco dias (21° ao 25° dia) em cada periodo experimental. As bolsas eram esvaziadas
trés vezes ao dia, e as fezes armazenadas a -20°C, de forma diaria. Ao fim de cada periodo
foram descongeladas, pesada a producao total didria de cada animal, e amostrado 200g para
secagem em estufa com circulagdo forcada de ar (55°C) até peso constante.

Amostras da dieta (forragem) dos animais foram colhidas por duas metodologias. Uma
delas foi a simulagdo de pastejo (EUCLIDES et al., 1992), por durante cinco dias (20° ao 24°
dia do periodo experimental) antecipando uma dia em relacdo as coletas de fezes. Outra
metodologia foi via ramen, apods o periodo de coleta de fezes (26° e 27° dia), sendo duas vezes
por animal, conforme a técnica descrita inicialmente por OLSON (1991), onde o contetdo
ruminal ¢ retirado de forma manual e armazenado em um ambiente com temperatura a 39°C. O

animal com o rumen vazio, ¢ solto para pastar por aproximadamente 30 a 40 minutos, sem
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acesso a agua e sal mineral, apds ele ¢ recolhido do pasto, a extrusa (pasto colhido pelo animal)
¢ coletada do rimen e o contetido ruminal ¢ devolvido para o animal, que ¢ solto ao pasto
novamente. Todo o processo de esvaziamento ruminal foi feito em um ambiente fechado, a fim
de evitar os efeitos do frio sobre o rimen do animal e seu conteido ruminal. As coletas de
extrusa foram feitas em dois momentos da maior refeigao diaria dos animais, ao inicio (AP) e
ao término (PP) da maior refei¢do didria dos animais, em dias separados, para avaliar possiveis
diferencas quanto a contaminagdes via saliva, além da seletividade do animal que poderia variar
ao longo da sua refeicdo. A identificacdo da maior refei¢cao do grupo de ovinos do ensio foi
feita através da avaliagdo de comportamento durante 24 hs, com observacao a cada 10 minutos
da atividade de cada animal (6cio, pastejo ou ruminagao), realizada sempre no 19° dia de cada
periodo experimental. As coletas de extrusas foram também utilizadas para o desenvolvimento
dos modelos, apesar de terem sido coletadas apOs as amostras fecais. Este inconveniente
ocorreu por ter sido conduzido outro ensaio paralelo a este que demandou medi¢des acuradas
da excrecao fecal dos animais, pois acreditamos que e o fato de esvaziarmos o rimen dos ovinos
possa interferir no fluxo normal da digesta.

Para melhor exemplificar o cronograma de coletas e medi¢cdes em cada periodo do

experimento foi desenvolvido o esquema da figura 7.

Pesageme Pesageme
ECC ECC
Ilnmbagaes in situdas amostras do periodo mteriotl
1 2 | 3 |a]l 5 | 6 | 7z | 8 | 9 [0 |ul2f3]1a 15

Estimativa
damassa
de
forragem
Pesageme
ECC
Simula¢do de pastejo Coletas de extrusa
16 17 | 18 |19] 20 21 | 22 | 23 | 21 | 25 |26]27] 8] 29 30
Avaliagdo de Coletas de fezes Estimativa
comportamento damassa
-24hs de
forragem

Figura 7 — Cronograma de coletas ¢ medigdes dentro dos periodos experimentais. Comecando
pelo 1° dia indo na sequéncia até o 30° dia do periodo

Fonte: Autor.



4.3.3 Animais

39

Nos animais foi medido, no 1° e 15° dia dos periodos experimentais, o peso corporal

(PC) em jejum e o escore de condicdo corporal conforme a metodologia descrita por

THOMPSON e MEYER (1994), sempre apos jejum de 12 horas, os valores estdo expressos na

Tabela 5.

Tabela 5 — Peso corporal em jejum e escore de condi¢ao corporal dos ovinos ao longo do ensaio

Periodo Meés PC (kg) ECC
1 Junho 57,78 3,13
2 Julho 57,15 2,00
3 Agosto 57,16 2,04
4 Setembro 57,08 2,00
5 Outubro 55,55 2,04
6 Novembro 56,96 2,21
7 Dezembro 58,48 2,04
8 Janeiro 59,44 2,17
9 Fevereiro 57,29 2,08
10 Marco 59,33 2,29
11 Abril 59,13 2,29
12 Maio 61,20 2,42
13 Junho 58,51 2,25

Média 57 -

4.4 Analises laboratoriais quimicas e biologicas

Na Universidade Federal de Santa Maria, as amostras de extrusas (200g) e de simulacao

de pastejo (100g) foram secas em estufa com circulacao forcada de ar a 55°C por 72hs, moidas

em moinho tipo Willy com peneira de Imm, e armazenadas para serem analisadas os teores de

matéria seca (MS) em estufa a 110° por 12 horas, matéria organica (MO) em mufla a 600°C por

4 horas, e digestibilidade verdadeira in sifu da matéria organica e matéria seca (DISMO/MS).

A DISMS e MO foram determinados acondicionando as amostras de alimento em saquinhos de

poliamida 41 pm numa rela¢io de 20 mg de amostra para cada cm? de 4rea porosa no saquinho,
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e incubadas in situ por 48 horas (DERMARQUILLY e CHENOST, 1969), apds o tempo o0s
saquinhos com o residuo da incubacao foram retirados do rimen, lavados com 4gua corrente e
tratadas com solug¢do detergente neutro (VAN SOEST, 1994), a mesma utilizada na
determinagdo do teor de FDN, por 40 minutos a 110°C em autoclave, secos em estufa a 110°C
por 12 horas e pesados, para obten¢do da digestibilidade verdadeira. Na sequéncia os saquinhos
foram queimados em cadinhos de porcelana em mufla a 600°C e pesados novamente. Tendo o
valor da DISMO, foi calculado o teor de matéria organica digestivel (MOD), multiplicando o
valor da DISMO pelo teor de MO da amostra. As amostras foram incubadas nos primeiros dias
dos periodos experimentais (5° ao 10° dia), seguindo a mesma época do ano em que foram
colhidas e cada animal recebeu as suas respectivas amostras, isso para ter o mesmo ambiente
ruminal do alimento ingerido pelo animal, e se aproximar de uma digestibilidade mais real. As
incubagoes iniciaram na primavera de 2015 e foram até o ultimo periodo experimental. Na
época primavera/verdo, o aumento na representatividade de Leguminosas como o Desmodium
incanum (Leguminosa nativa) na massa de forragem, e o fato de ser muito consumido pelos
animais e ter uma grande quantidade taninos e saponinas (BIANCHI et al., 1989) pode vir a
reduzir a digestao do alimento no rimen.

No Laboratério de Analises de Alimentos (LANA) da EMBRAPA — Caprinos e Ovinos,
foi determinado teor de fibra insolivel em detergente neutro (FDN) e fibra insoluvel em
detergente acido (FDA), utilizando sacos de nylon com porosidade de 25 um, conforme
metodologia descrita por SENGER, et al (2008). Nas amostras de simulacdao de pastejo o teor
de FDN e FDA foi determinado em amostras compostas por animal e periodo, ja nas amostras
de extrusa foi determinado de forma separada para cada coleta. Ainda no LANA, foi
determinado o teor de nitrogénio (N) das amostras de simulac¢do de pastejo e extrusas através
de combustio, conforme método de Dumas, utilizando o analisador de N LECO® CN628, sendo
o teor de N multiplicado pelo fator de 6,25 e obtido o teor de proteina bruta (PB)
(ASSOCIATION OF OFICIAL AGRICULTURAL CHEMIST - AOAC, 1970) para cada
amostra.

Nas amostras de fezes, apos ser determinado o teor de matéria parcialmente seca em
estufa com circulacdo forgada de ar a 55°C até peso constante, foram moidas a particulas de
Imm em moinho tipo Willy, e armazenadas. No LANA, as amostras de fezes foram
acondicionadas em sacos de papel kraft e secas novamente em estufa com circulagao for¢ada
de ar a 55°C por 12 hs, para padronizar a umidade (Lyons, 1990), e entdo colocadas em
dessecador para estabilizar a temperatura ambiente (ABRAMS, 1985). Apods, foram escaneadas

acondicionadas em células com janela de quartzo e obtidos os espectros de reflectancia (R) na



41

faixa do infravermelho proximo (NIR) (1100 nm a 2498 nm), com o equipamento NIRSFOSS©
5000 (Foss NIR Systems Inc., Silver Spring, MD, USA), com sensibilidade de 2 nm. Os dados
dos espectros foram expressos em absorbancia (A), como sendo logaritmo de 1/R (log 1/R). A
sala onde se encontrava o equipamento NIR era mantida a temperatura de 24 °C e com umidade
relativa do ar abaixo de 50%, para evitar possiveis interferéncias nas coletas dos espectros.
Das amostras diarias de fezes foram feitas amostras compostas por animal e periodo, de
forma ponderada a excrecdo fecal diaria de cada animal. Apos, foi determinado o teor de MS,
MO e o de nitrogénio com as mesmas metodologias utilizadas para as amostras da dieta, e

escaneadas seguindo o mesmo protocolo das amostras didrias de fezes.

4.5 Estimativas do consumo voluntirio e do teor de matéria organica digestivel via N fecal

Uma das formas da estimativa do consumo de matéria organica dos animais foi através
dos valores médios da estimativa da DISMO das amostras de simulacao (CMOS) e extrusa
(CMOE) de cada animal em cada periodo e a média da excrecao total de MO fecal dos animais
em cada periodo, através do uso das bolsas coletoras de fezes.

O consumo de matéria organica de pasto foi obtido pela equagdo:

CMO = [EMOFJ/ [1 - (DISMO/100)]

Onde:
CMO = Consumo de matéria organica de pasto (g de MO/animal/dia);
EMOF = Excrecao de MO fecal (g de MO/animal/dia); e

DISMO = Digestibilidade in situ da matéria organica das amostras de alimento (% MO).

O consumo de matéria organica também foi estimado através do nitrogénio fecal como
indicador, com o uso de um modelo de regressao linear simples (CMON, g MO/animal/dia =
1,1 +101,2 x EFN) (1?=0,83) proposto por KOZLOSKI (dados nio publicados), especifico para
ovinos consumindo forragem nativa do bioma Pampa. Essa metodologia considera haver uma
relagdo estreita e positiva entre a excrecao fecal diaria de N (EFN) (g de N fecal/animal/dia) e

o consumo de matéria organica do animal, modelos de boa precisdo, parecidos a este, foram
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propostos por outros autores, para outras forragens (PERIPOLLI et al., 2011; KOZLOSKI et
al, 2014).
De posse das estimativas do CMON através do nitrogénio fecal como indicador, foi

estimado o teor de matéria organica digestivel (MODN) das dietas através da seguinte equagao:

MODN = [1-(EMOF/CMON)] x MO

Onde,

MODN = Matéria organica digestivel estimado via N fecal (%)

EMOF = Excrec¢ao de MO fecal (g de MO/animal/dia); e

CMON = Consumo de matéria organica de pasto estimado via N fecal (g MO/animal/dia).

MO = teor de matéria organica médio obtido a partir das amostra de simulagao de pastejo (MO

=92,4% + 0,33 da MS)

Foi utilizado a média do teor de MO das amostras de simulacao por acreditar haver
contamina¢do mineral nas amostras de extrusas, que podem ser oriundos das secrecdes do

animal como por exemplo saliva.

4.6 Analises estatisticas preliminares

4.6.1 Analises nos dados de referéncia

Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov,
aceitando a normalidade para probabilidade do erro maior do que 0,05, utilizando o softwere
Unscrambler versao 10.3 (Camo Inc).

Como medida preliminar para verificar a qualidade dos dados de referéncia e possiveis
outliers, foi gerado um gréfico de agrupamento através da analise componentes principais para
as amostras de extrusa e para as amostras de simulacdo de pastejo, utilizando os teores de
matéria organica digestivel, proteina bruta, fibra insolivel em detergente neutro e acido. Para

que todas as variaveis tivessem o mesmo peso no momento da formagao dos grupos elas foram
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padronizadas pelos seu respectivo desvio padrdo. A padronizagdo foi feita através do modelo
descrito abaixo:
(Xij—Xj)

Y; =novo valor da amostra na variavel j
Xjj = 1-ésima amostra na variavel j
X = média da varidvel j

DP; = desvio padrao da variavel j

Com o software Microsoft Excel (2013) os dados foram plotados em graficos de
dispersao por parametro, ap6s foi gerado para cada um uma linha de tendéncia polinomial de
ordem 6 e um coeficiente de determinagio (R?) para representar numericamente a aderéncia
dos dados a linha, indicando o grau de dispersao dos dados em relagdo as médias de cada
periodo de coleta. Além disso, foi calculada a raiz quadrada média do erro (Root mean square

error) (RMSE) por periodo e variavel.

RMSE =

Onde,

RMSE = raiz quadrada média do erro

X; = média das amostras i em cada periodo
x; = valor da amostra i-ésima

n = namero de amostras i em cada periodo

Também foram determinadas as relagdes entre as metodologias empregadas para
obtencdo dos dados de referéncia, para que servissem como parametros para o desenvolvimento
dos modelos NIRS e justificassem possiveis diferengas entre o desempenho dos modelos NIRS
para o mesmo constituinte (MOD ou PB). Assim, foram comparados estatisticamente os dois
horarios de coleta das extrusas (ao inicio do a maior refeicao diaria (AP) e ao término da maior
refeicdo diaria (PP) dos animais), além disso, foi comparado a forma como as amostras de

alimento foram coletadas (coleta de extrusa ou simulagdo de pastejo), e a forma como foi
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estimado a MOD. As variaveis utilizadas como parametros de comparacdo foram matéria
organica digestivel e proteina bruta, por serem as varidveis modeladas na NIRS. A andlise
estatistica foi através de regressdao simples testando modelo linear ou quadratico. Em cada
comparacdo foi gerado um coeficiente de determinacdo (1?) que indicou o grau de precisio da
relagdo entre as medidas avaliadas. Como medidas para determinar a similaridade entre as
metodologias, testou-se se o intercepto foi igual a zero e se o coeficiente de regressao foi igual
a 1, utilizando o teste “t”” de Student. Para probabilidade do erro menor ou igual a 0,05 (P<0,05)
o intercepto foi considerado diferente de 0 e o coeficiente de regressao diferente de 1. Todas as
regressoes foram feitas através do software Statistical Analysis System (SAS, versdo 9.0).
Quando houve diferenca entre as metodologias, foram gerados modelos NIRS por metodologia
de obtencdo dos dados de referéncia, a fim de avaliar internamente o desempenho de cada

metodologia.

4.6.2 Analise nos espectros

Ap0s todas as amostras escaneadas, foram identificados outliers nos expectros através
da distancia de mahalanobis (H), com corre¢do para o espalhamento da luz (standard normal
variate com detrend), utilizando o softwere WinlISI III (Foss NIRSystems, Infrasoft
International), amostras que apresentaram valores de H acima de 3 a partir da média, foram
considerados outliers e foram escaneadas novamente.

Trés amostras dos espectros fecais foram identificadas como outliers no banco de dados
das amostras didrias e uma amostra no banco das amostras compostas, representados pelos

pontos vermelho nas imagens A e B da figura 8, respectivamente.

4.6.3 Analises graficas de agrupamento - PCA

Previamente ao desenvolvimento dos modelos os dados passaram por analises graficas

exploratorias de agrupamento (Analise de Componentes Principais (PCA)), para entender o
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comportamento e identificar possiveis interagdes entre periodos de coletas, além de amostras

com problemas que destoavam do grupo, com o softwere Unscrambler versao 10.3 (Camo Inc).

A) - B)

Figura 8 — Amostras de fezes que apresentaram valores de H acima de 3 a partir da média e que
foram consideradas outliers (em vermelho). A) banco de amostras diarias, ¢ B)

banco de amostras compostas

4.7 Desenvolvimento dos modelos

Os modelos foram desenvolvidos utilizando o software Unscrambler versao 10.3 (Camo
Inc). O método de regressao utilizado foi o dos minimos quadrados parciais sendo uma variavel
por vez (PLS — 1), conforme discutido na revisdo deste trabalho, considerando os valores de
referéncia obtidos pelos métodos quimicos e bioldgicos de laboratério como variavel
dependente e as variaveis latentes criadas a partir dos espectros como variaveis independentes
dos modelos de regressao multipla.

Foram desenvolvidos dois modelos (proteina bruta e matéria organica digestivel) com
os dados de amostras diarias (alimento ¢ fezes) coletadas com intervalos de 24 horas. Também

foram desenvolvidos modelos para MOD, PB e CMO, com as médias das amostras didrias de
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alimento e com as médias das amostras de extrusas, relacionando-as com os espectros das
amostras compostas de fezes. Também foram desenvolvidos modelos para predi¢ao da
concentracdo de N fecal, CMON e MODN a partir dos espectros das amostras compostas de
fezes.

Para cada constituinte modelado foram gerados modelos submetendo os espectros
originais a diferentes pré-tratamentos matematicos, como a corre¢do multiplicativa de sinal
(MSC) ou transformagao normal de variancia (SNV) com ou sem remocao de tendéncia (SNV,
com ou sem Detrend), associados ou nao a transformacao pela primeira ou segunda derivativa
(Savitzky-Golay) com janela variando de 1 a 10 pontos.

A validagdo cruzada foi o método utilizado para uma primeira validacdo dos modelos,
no momento da criagdo, utilizando 20 segmentos de amostras para validagao retirados do banco

de dados de calibracao.

4.7.1 Selegao dos modelos e remogao de outliers

Ap6s gerados os modelos para todos os pré-tratamentos e transformagdes nos dados
espectrais, foi selecionado o melhor modelo para cada parametro, de acordo com os critérios:
coeficiente de determinacdo do modelo na calibracdo, validagdo cruzada (R?), raiz quadrada do
erro padrao da média da calibracdo e validacdo cruzada (RMSE), conforme recomenda
LANDAU et al. (2006), além do nimero de fatores utilizados na calibracdo como sugere
PASQUINI (2003).

O coeficiente de determinagdo da regressdo multipla foi utilizado por medir a
intensidade com que se manifesta a associagao linear entre o que foi estimado e o valor real da
analise de referéncia. Um valor de R? proximo a 1 significa que ha uma grande concentracio
dos dados ao redor da reta da regressdao, demonstrando alta correlacdo entre as duas variaveis.

Este parametro foi calculado de acordo com a equacdo descrita abaixo.

SLGi-9)0i =)
1
(226~ 57} (a0 9%

R? =



47

Onde,
R? = coeficiente de determinacio da regressdo multipla
¥, = valor estimado pelo modelo para a i-ésima amostra

y; = valor de referéncia para a i-ésima amostra

= média dos valores estimados pelo modelo
y =

média dos valores de referéncia

A raiz quadrada média do erro (Root mean square error) (RMSE) representa a diferenca
média entre o valor de referéncia e o que foi predito pelo modelo, dando um valor real da
exatiddo do modelo na previsao da propriedade de interesse. Este pardmetro foi calculado de

acordo com a equacao descrita abaixo.

~ N2
Y i)
n

RMSE =

Onde,

RMSE = raiz quadrada média do erro

y; = valor estimado pelo modelo para a i-ésima amostra
y; = valor de referéncia para a i-ésima amostra

n = numero total de amostras

Os fatores representam as variaveis latentes criadas pelo PLS a partir das varidveis
originais para explicar a variabilidade dos valores de referéncia do modelo, e o numero ideal de
fatores sdo os que resultam na menor varidncia residual. Um nimero de fatores além do
necessario para explicacdo do modelo, pode causar problemas pela modelagem de ruidos, além
disso, pode acontecer do modelo mostrar excelentes resultados para avaliacdo das amostras
pertencentes ao conjunto de calibracao, mas falhando na previsao em um conjunto de validagao
externa PASQUINI (2003). Na tabela 6 sdao apresentados os melhores pré-tratamentos
empregados nos dados espectrais para cada pardmetro modelado.

Ap0s selecionar o melhor modelo para cada parametro, foram removidas as amostras
outliers, que foram indicadas pelo software Unscrambler por serem amostras mal descritas

pelos modelos.
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Tabela 6 — O melhor pré-tratamento empregado sobre os dados espectrais para cada parametro

modelado

Corregoes para o
Modelos Transformacoes
espalhamento da luz

. ~ SNV Detrend Primeira derivada 10 pontos
Simulacio de

pastejo diarias MOD SNV Detrend Segunda derivada 8 pontos
Médias das PB SNV Detrend Primeira derivada 1 ponto
s1mulag:0.es de MOD SNV - Primeira derivada 3 pontos
pastejo
N - - Segunda derivada 10 pontos
Fecais CMO SNV Detrend Primeira derivada 10 pontos
MOD MSC - Segunda derivada 10 pontos
Médias das PB SNV Detrend Primeira derivada 1 ponto
extrusas MOD SNV Detrend Primeira derivada 5 pontos

4.7.2 Predicao

Para avaliar o desempenho dos modelos de forma mais realistica, conforme recomenda
PASQUINI (2003), foi selecionado de cada modelo entre 15 a 25 % das amostras, de forma a
ndo afetar negativamente o desempenho dos modelos. A selecdo de amostras foi feita através
do algoritmo de Kennard-Stone (KENNARD e STONE, 1969), que se baseia na distancia
euclidiana para selecionar amostras que representem toda a variabilidade do conjunto de dados
estudado (SOUSA et al., 2011). A selecao das amostras foi feita de forma a obter as amostras
que iriam compor o modelo (75 a 85 % das amostras do banco inicial), deixando o remanescente
de 15 a 25 % para predigdo, pois quando a selecdo era feita para as amostras de predi¢do o valor

minimo e maximo ficava fora do intervalo de leitura do modelo.



5.1 Analises estatisticas preliminares

5.1.1 Analises nos dados de referéncia

S RESULTADOS

Todos os dados apresentaram distribui¢ao normal (P>0,05).

Na tabela 7 e figura 9 estdo os valores médios de MOD, PB, FDN e FDA da dieta dos

animais, colhidas via simulagdo de pastejo, com seus respectivos RMSE e fatores de ajuste (R?)

a linha de tendéncia polinomial.

Tabela 7 — Teor de MO digestivel (MOD), proteina bruta (PB), fibra insoluvel em detergente

neutro (FDN) e acido (FDA) da dieta dos ovinos ao longo do ensaio, obtidas a partir

da médias dos cinco dias de coletas das amostras de simulacao de pastejo

MOD Didrio' Média> pp Didrio Média ppN rMsg FDA

Periodo Meés (% MS) RMSE? (%MS) RMSE (% MS) (% MS) RMSE
1 Junho 55,98 4.0 0,64 13,00 1,03 0,33 58,50 0,23 38,23 045
2 Julho 58,57 7,68 506 12,73 149 055 6242 1,05 3741 095
3 Agosto 60,86 490 324 13,54 139 064 59,63 1,56 3537 248
4 Setembro 64,44 624 545 16,80 1733 0,72 56,50 226 31,25 1,89
5 Outubro 70,69 2384 1,76 16,21 o088 030 58,23 1,76 3245 184
6 Novembro 71,58 4,78 428 1443 o099 0,19 59,64 1,06 3531 1,9
7 Dezembro 64,96 524 342 13,89 133 060 62,03 127 39,64 0,70
8 Janeiro 66,90 634 6,13 13,47 100 045 61,51 125 39,03 1,00
9 Fevereiro 61,53 502 4,43 13,35 1,00 0,52 60,21 1,10 39,09 142
10 Margo 61,63 431 328 11,00 136 058 62,40 060 38,79 086
11 Abril 61,59 3,96 238 12,88 128 016 61,80 031 40,06 0,94
12 Maio 60,27 474 238 14,06 139 016 6098 031 37,64 09
13 Junho 60,66 633 417 12,15 166 0,72 59,85 085 38,13 0,94

Média 63,05 13,66 - - 60,28 - 37,11
RMSE 6,75 580 - 197 1,60 2,20 - 3,10
R?" 0,34 0,46 - 0,45 0,70 - -
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Tabela 7 - ... continuagao

! RMSE calculado a partir das dados das amostras diarias de simulagdo de pastejo por animal

2 RMSE calculado a partir da média dos cinco dias das amostras de simulagdo de pastejo por animal

3 RMSE - raiz quadrada média do erro

* Coeficiente de determinacio do ajuste dos dados a linha de tendéncia polinomial em fung¢do da média do periodo
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Figura 9 — Representacdo grafica do teor de MO digestivel (MOD), proteina bruta (PB), fibra
insoluvel em detergente neutro (FDN) e 4cido (FDA) da dieta dos ovinos ao longo
do ensaio, obtidas a partir da amostras diarias de simulacao de pastejo (a) e da média

por animal dos cinco dias de coletas das amostras de simulag@o de pastejo (b)
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Na figura 10 sdo apresentados as relagdes lineares (P<0,05) entre os horarios de coleta
das amostras de extrusa, no inicio ou no final a maior refeicao diaria dos animais, através dos

indicadores matéria organica digestivel e proteina bruta.
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Figura 10 — Relacao linear entre os horarios de coleta das amostras de extrusa, coletadas no
inicio da maior refei¢dao diaria dos animais (AP), ou ao término da refeicao (PP)
utilizando as variaveis matéria organica digestivel (a) e proteina bruta (b) das

amostras como indicadores
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Como ndo foram detectadas diferencas entre os horarios de coleta das amostras de
extrusa, entdo foram feitas médias por animal dos dois horarios de coleta em cada periodo. Os
valores sdao apresentados na tabela 8 e na figura 11, com seus respectivos RMSE e fatores de

ajuste (R?) a linha de tendéncia polinomial.

Tabela 8 —~Teor de MO digestivel (MOD), proteina bruta (PB), fibra insoliivel em detergente
neutro (FDN) e acido (FDA) da dieta dos ovinos ao longo do ensaio, obtidos a partir
da média das amostras de extrusas obtidas em dois horarios de coletas ao inicio do a

maior refeicdo diaria (AP) e ao término da maior refeicao diaria (PP)

MOD RMSE! PB RMSE FDN RMSE FDA RMSE

Periodo Meés (% MS) (% MS) (% MS) (% MS)

1 Junho 55,50 190 1497 145 75,64 234 37,59 093
2 Julho 59,58 391 12,49 092 7526 1,06 3516 1,23
3 Agosto 59,84 255 14,58 053 70,49 198 34,52 1,04
4 Setembro 62,32 274 1594 o071 74,13 o081 36,28 044
5 Outubro 71,72 257 1593 o062 7531 1,58 36,51 0,60
6 Novembro 69,72 324 1442 o029 7441 133 3429 093
7 Dezembro 62,50 381 13,57 o081 71,90 1,58 34,65 087
8 Janeiro 68,21 508 13,76 o050 71,87 1,63 31,59 1,50
9 Fevereiro 68,30 331 13,34 126 72,25 312 32,39 132
10 Margo 62,28 323 12,14 o015 73,51 037 3538 088
11 Abril 58,78 388 11,65 o042 7197 248 34772 1,14
12 Maio 56,57 1,55 11,41 o081 72,92 216 33,69 0,67
13 Junho 5528 134 10,60 0,74 74,71 138 35,63 0,85
Meédia 62,35 - 13,45 - 73,41 - 34,80 -
RMSE 6,16 - 1,81 - 2,37 - 1,79 -

' RMSE - raiz quadrada média do erro
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Figura 11 — Teor de MO digestivel (MOD), proteina bruta (PB), fibra insoltivel em detergente
neutro (FDN) e 4cido (FDA) da dieta dos ovinos ao longo do ensaio, obtidos a partir
da média por animal das amostras de extrusas obtidas em dois horarios de coletas,

ao inicio do a maior refei¢do diaria (AP) e ao término da maior refei¢cdo diaria (PP)

Foi encontrado relagao linear (P<0,05) entre as amostras de dieta colhidas pelo método
da simulacao de pastejo e o método das estrusas, porém o método da simulagdo apresentou
valores acima do método das extrusas para as variaveis indicadoras MOD e PB utilizadas no
estabelecimento da relag@o. Na figura 12 estdo os resultados da andlise estatistica.

Na tabela 9 e na figura 13 sdo apresentadas as concentragdes de nitrogénio fecal, e os
valores de matéria organica digestivel estimados pelos modelos citados no material ¢ métodos
que utilizam o consumo de matéria organica estimado pelo modelo de N fecal e a excregao fecal
de matéria organica, com seus respectivos RMSE e fatores de ajuste (R?) a linha de tendéncia

polinomial.
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— Relacdo linear entre as metodologias empregadas para coleta das amostras de

forragens, através da metodologia da simulacdo de pastejo ou coleta de extrusas,

utilizando as variaveis matéria organica digestivel (a) e proteina bruta (b) das

amostras como indicadores
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Tabela 9 — Teor de N fecal (N) e matéria organica digestivel (MOD) da dieta dos ovinos ao

longo do ensaio, obtidas a partir da excre¢ao fecal diaria de N

N MOD

Periodo Més (% MS) RMSE (% MS) RMSE
1 Junho 2,06 0,06 55,7% 1,25%
2 Julho 1,85 0,09 53,1% 1,86%
3 Agosto 1,87 0,06 53,7% 1,69%
4 Setembro 2,14 0,10 58,0% 1,97%
5 Outubro 2,19 0,07 60,1% 1,20%
6 Novembro 2,10 0,11 57,5% 2,37%
7 Dezembro 2,02 0,08 55,6% 2,03%
8 Janeiro 2,07 0,15 57,1% 3,07%
9 Fevereiro 1,88 0,12 53,2% 2,83%
10 Margo 1,87 0,09 53,3% 2,18%
11 Abril 1,68 0,08 48,5% 2,14%
12 Maio 1,56 0,08 44,7% 2,60%
13 Junho 1,50 0,09 45,4% 3,16%

Média 1,91 - 53,53% -
RMSE 0,23 - 5,13 -
R? 0,7969 - 0,7628 -

! RMSE - raiz quadrada média do erro
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Figura 13 —Estimativa do teor de matéria organica digestiva da dieta dos ovinos, através relagao
entre a excre¢do fecal de MO e o consumo de matéria organica estimado através do

modelo de N fecal, e a concentracdo de N fecal ao longo do ensaio
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Na comparagdo entre os métodos empregados para estimativa do teor de matéria
organica digestivel da dieta dos ovinos, o método que utiliza a incubagdo in situ por 48hs
apresentou relagdo linear (P<0,05) com o método através da relagdo entre a excrecao fecal de
MO e o consumo de matéria organica estimado através do modelo de N fecal. Na figura 14

podem ser observadas as relacdes.
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Figura 14 — Relagdo linear entre as metodologias empregadas para estimativa do teor de matéria
organica digestiva da dieta dos ovinos, estimada através da incubacgao in situ por
48hs das amostras de extrusa (MODE) (a) ou das amostras de simulagao de pastejo
(MODS) (b), comparadas com o método através da relagdo entre a excregdo fecal
de MO e o consumo de matéria organica estimado através do modelo de N fecal

(MODN fecal)
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Na tabela 10 e na figura 15 estdo os dados das estimativas do consumo de matéria
organica predito através de trés metodologias diferentes, conforme descrito no material e

métodos, com seus respectivos RMSE e fatores de ajuste (R?) a linha de tendéncia polinomial.

Tabela 10 — Consumo de matéria organica (CMO) dos ovinos ao longo do ensaio predito através
da excregao fecal diaria de MO e da DISMO das amostras de simulacao de pastejo

(CMOS) ou das extrusas (CMOE), ou ainda pelo modelo a partir da excregao fecal

diaria de N (CMON)
CMOS CMOE CMON
Periodo Més (gMO/kg RMSE (gMO/kg RMSE (g MO/kg RMSE
PC/dia) PC/dia) PC/dia)

1 Junho 19,80 1,91 20,27 1,18 19,61 1,38
2 Julho 23,91 4,10 28,17 7,80 20,31 3,03
3 Agosto 28,24 6,24 30,79 5,32 22,79 4,82
4 Setembro 29,17 4,87 27,82 3,54 23,01 2,35
5 Outubro 33,15 4,55 35,95 4,87 21,83 3,63
6 Novembro 39,56 6,16 38,24 6,24 2274 1,55
7 Dezembro 31,22 3,94 30,75 5,93 23,22 3,14
8 Janeiro 29,88 6,11 34,99 7,90 20,97 2,12
9 Fevereiro 28,18 5,82 39,49 9,03 21,81 3,53
10 Margo 28,30 4,11 31,06 4,64 22,07 1,42
11 Abril 31,35 3,76 30,78 5,01 22,06 2,68
12 Maio 30,58 3,76 27,93 2,27 20,32 1,51
13 Junho 28,28 5,30 25,02 3,76 18,84 2,08

Média 29,35 - 30,87 - 21,51 -

RMSE 6,41 - 5,92 - 3,06 -

R? 0,33 - 0,33 - 0,15 -

! RMSE - raiz quadrada média do erro
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Figura 15 — Relagao linear entre as metodologias empregadas para estimativa do teor de matéria

consumo de matéria organica estimado através do modelo de N fecal

organica digestiva da dieta dos ovinos, estimada através da incubagdo in situ por

48hs das amostras de extrusa ¢ através da relagao entre a excregao fecal de MO e o

Quando comparados estatisticamente os métodos para estimativa do consumo de

matéria organica (Figura 16) através da digestibilidade in situ das amostras de simulacao de

pastejo ou extrusas, ambas apresentaram relacao linear (P<0,05) com a estimativa através do

modelo de N fecal. Apesar de haver relacao e auséncia da diferenga do coeficiente de regressao

e do intercepto em relagdo a 1 e 0, respectivamente, ndo posso afirmar que ambas metodologias

sdo iguais, pela grande imprecisdo das relacdes, demonstrado pelos baixos coeficientes de

determinagdo. A significancia estatistica para coeficiente de regressao e intercepto, pode ser

explicada pelo grande erro padrdo para as duas medias que foi de + 4,15 e + 3,19 para extrusas

e simulagdes, e + 0,19 e + 0,18 para extrusas e simulagdes, respectivamente.
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Figura 16 — Relagao linear entre as metodologias empregadas para estimativa do consumo de
matéria organica dos ovinos, estimada através da digestibilidade in situ das amostras
de extrusa (CMOE) (a) ou das amostras de simulacao de pastejo (CMOS) (b), e
através do consumo de matéria organica estimado através do modelo de N fecal

(CMON)

Na figura 17 sdo apresentados os resultdados da analise de PCA das amostras de extrusas
e simual¢ao de pastejo, onde pode ser observado uma explicagdo da varidncia dos dados de
91% e 87 %, respectivamente, com somente dois componentes principais nos dois bancos de

dados, além da formagao dos grupos por estagao climatica na qual foram coletadas as amostras,
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e da grande variabilidade existente entre animais dentro das esta¢des climaticas explicada pelo

primeiro componente principal, por ser a maior fonte de variagdo dos dados.
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Figura 17 — Anélise exploratdria de componentes principais utilizando as variaveis de qualidade

(MOD, PB, FDN e FDA) das amostras de extrusas (a) simulacao de patejo (b),
agrupadas em fung¢do da estagdo climatica em que foram coletadas (Verde — primavera;

Vermelho — outono; Azul escuro — inverno; Azul claro — verdo)
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5.1.2 Anélise nos espectros fecais

5.1.2.1 Analises graficas de agrupamento - PCA

Nas figuras 18 e 19 sdo apresentados os resultdados da analise de PCA das amostras
diarias e compostas de fezes, respectivamente, onde pode ser observado uma explicacdo da
variancia dos dados de 97% com somente dois componentes principais nos dois bancos de
dados, além da formagao dos grupos por estagao climatica na qual foram coletadas as amostras,
e da grande variabilidade existente entre dias de coletas e animais dentro das estagdes
climaticas, explicada pelo primeiro compondente principal por serem a maior fonte de variagao

dos dados.
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Figura 18 - Andlise exploratoria dos espectros das amostras de fezes diarias, com dois
componentes principais, agrupadas em funcao da estacdo climatica em que foram

coletadas (Verde — verdo; Vermelho — primavera; Azul escuro — inverno; Azul claro — outono).
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Figura 19 - Analise exploratoria dos espectros das amostras de fezes compostas, com dois
componentes principais, agrupadas em funcao da estacdo climatica em que foram

coletadas (Azul claro — verdo; Verde — Primavera; Azul escuro — Inverno; Vermelho — Outono)

5.2 Desenvolvimento dos modelos

Os resultados estatiticos que avaliam o desempenho dos melhores gerados a partir da
espectroscopia NIR fecal sdo apresentados na tabela 11. Sdo apresentados modelos para
predicao dos teores de proteina bruta e matéria organica digestivel a partir das amostras
coletadas diariamente de alimento via simulacdo de pastejo e os expectros das amostras didrias
de fezes, também para os valores médios das amostras de simulagdo de pastejo e extrusas e 0s
expectros das amostras compastas de fezes. Além disso, os modelos para predicao da
concentracdo de N fecal, consumo de matéria organcia e teor de matéria organica digestivel,

ambos estimados via modelo de N fecal.



Tabela 11 — Resultados estatisticos do desempenho dos modelos de predicao desenvolvidos a partir da espectroscopia NIR
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Calibragao Validagao Predicao
Modelos

N! Min.eMéax. F?2 R?" SEC* R? SEV ® Cvr® N Min. e Max. R?> SEP7 CVr

Simulagdo de pastejo diarias
PB (% MS) 271 8,93-18,13 5 0,52 1,32 0,49 1,37 10,07 90 9,21-18 0,37 1,45 10,76
MOD (% MS) 260 44,4-77,86 5 041 5,33 0,35 5,62 8,88 91 49,13-77,86 0,32 517 8,21

Simulagdo de pastejo médias
PB (% MS) 60 10,51-1805 5 0,73 0,79 0,61 0,98 7,16 13  11,34-15,7 0,78 0,74 5,45
MOD (% MS) 60 52.54-7487 4 0,49 3,80 0,33 4,43 6,95 11 55.22-73.73 0,51 4,32 6,96

Fecais
N fecal (% MS) 53 1,42-23 5 09 0,07 0,83 0,09 4,61 17 1.37-220 0,88 0,09 5,06
CMO (g MO/kg de PC/dia) 49 16,18-27,38 7 0,66 1,60 0,29 2,42 11,30 15 18.04-27.57 0,48 1,46 6,84
MOD (% MS) 53 43 - 66,54 5 091 1,64 0,86 2,04 3,54 18 44.09-65.86 0,86 2,14 3,71
Extrusas médias

PB (% MS) 55 9.69-1696 7 090 0,54 0,85 0,64 4,78 14 9.81-16.07 0,77 0,82 6,57
MOD (% MS) 49 52.84-73.16 7 089 1,92 0,78 2,83 4,56 15 53.18-72.69 0,54 4,09 6,54

" nimero de amostras utilizadas; 2 nimero de fatores; * coeficiente de determinagio; * erro padrio da clibracio; > erro padrio da validaco cruzada; ¢ coeficiente de variacio

do erro, calculado dividindo o erro padrdo pela média da analise de referéncia vezes 100; 7 erro padrio da predigdo.



6 DISCUSSAO

6.1 Analises preliminares

As variaveis de referéncia aos modelos NIRS apresentaram o comportamento seguindo
os meses de coleta e as estagdes climaticas, como pode ser visto através das andlises de PCA,
com uma redug¢do no teor de matéria organica digestivel e proteina bruta e consumo, € aumento
nos teores de fibra insoluvel em detergente neutro e acido, nos meses de outono e inverno, €
comportamento contario nos meses de primavera e verdo. Esse comportamento era esperado
pela composicao floristica da pastagem nativa ser predominantemente de gramineas de estagao
quente, que apds emitirem suas inflorescencias comegam o processo de senescéncia,
ocasionando nos meses frios um aumento na propor¢ao de material morto reduzindo entdo a
qualidade da forragem (SCHEFFER-BASSO et al.,, 2009). Na avaliacdo da composi¢ao
floristica foi observado esta predominancia de espécies pertencentes ao grupo das gramineas de
estacdo quente. Apesar da metodologia utilizada neste estudo para determinagao da propor¢ao
de material morto ndo ser valida este mesmo comportamento pdde ser observado nos dados de
massa de forragem verde.

Com relagao as analise descritivas sobre os dados de referéncia, os teores de MOD e PB
quando expressos em fung¢dao da média por animal utilizando os cinco dias de coletas das
amostras de simulagdo de pastejo apresentaram menor dispersdo em relacdo a média de cada
periodo de coleta (altos R? e menores valores de RMSE), quando comparados aos dados que
utilizam as amostras didrias. O fato de calcularamos a média por animal, acaba retirando
parcialmente a instabilidade didria oriunda do método da simulagdo de pastejo, melhorando os
indicadores de aderéncia dos dados as médias dos periodos. Este mesmo efeito pode ser visto
nos indicadores de desempenho dos modelos NIRS que foram numericamente superiores
quando desenvolvidos a partir das médias por animal em relacdo as amostras didrias.

Quanto as diferengas esperadas entre os horarios de coleta das amostras de extrusas, nao
foram encontradas através da estatitica, e isto corrobora com o que foi ¢ reportado por
GLADSTON (2007) em outras condigdes de dieta, com ovinos alimentados com a vegetagao

nativa da Caatinga no semi-arido nordestino Brasileiro.
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As metodologias testadas para a coleta das amostras de referéncia, apresentaram-se
altamente relacionadas linearmente, porém com maiores valores quando colhidas através do
método da simulagdo de pastejo, o fato demonstra a tendencia das pessoas que fizeram as
coletas a coletarem material com melhor qualidade do que os animais estavam colhendo, este
fato decorre de terem seguido a teoria de que os ruminates sempre buscam selecionar a melhor
dieta, porém a selecdo da melhor dieta deve estar atrelada ao menor custo elergético com o
deslocamento dos animais na area de pastejo, entretanto esta habilidade em balancear o menor
percurso com a melhor dieta ¢ impossivel de ser simulada no momento da coleta das amostras
de forragem. Mesmo havendo esta pequena diferenca entre os métodos, ainda considero a
simulacao de pastejo por cinco dias um método valido e representativo para coleta da dieta de
ovinos em pastagem nativa do bioma Pampa, pelo baixo custo e por nao necessitar de animais
cirugicamente preparados.

As metodologias utilizadas na estimativa do teor de matéria organica digestivel, apesar
de terem sido altamente relacionadas, apresentaram grande dispersdao ao redor da reta da
regressao linear, independentemente do método utilizado para coleta das amostras de forragem.
A instabilidade dos dados, pode ser atrelada ao método in situ, pois quando gerados e validados
os modelos NIRS fecal para a varidvel MOD, numericamente o modelo com melhor
desempenho foi o desenvolvido a partir da estimativa da MOD utilizando o N fecal. Como as
amostras de forragem nao foram incubadas todas no mesmo momento e animal, pode ter havido
influéncia do animal e periodo, ndo relacionada a quimica da amostra sobre a digestdo,
ocasionando esta instabilidade no método. Porém o intuito de incubar as amostras
separadamente, como descrito no material e métodos, foi para assegurar que as amostras
passariam por condi¢des de ambiente rumial parecidas com o que a dieta ingerida pelos animais
passaria.

A relagdo entre os métodos da estimativa de consumo sdo um reflexo do que foi
discutido anteriormente quando se falou na estimava da MOD, pois ambas estimativas sao
dependentes da estimativa da digestibilidade in situ das amostras da dieta, salvo quando
estimado pelo N fecal.

Nas andlises de componentes principais ficou evidente a necessidade da condugao do
ensaio ao longo de um ano, passando pelas quatro estacdes climaticas, pela formacao clara e
distinta dos grupos por estagdo. Porém o fato mais importante da analise de PCA, foi o
alongamento dos grupos das estacdes climdticas ter sido ao longo do eixo do primeiro

componente principal (PC), e este eixo explicar 72%, 64%, ¢ 77% de toda a variagdo das
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amostras de extrusas, simual¢cdo e dos espectros fecais, respectivamente. A fonte da variagao
dentro dos grupos pode estar relacionada a individualidade de cada animal no momento da
selecao da sua dieta. Isto demonstra claramente a necessidade desse tipo de ensaio ser
conduzido de forma extensiva, dando aos animais a possibilidade da sele¢do, diferente do que
se ve na literatura, que sdo ensaios para desenvolvimento de NIRS fecal, com modelos de alto
desempenho, porém com animais confinados recebendo a forragem em comedouros (LI et al,
2007; COLEMAN et al, 1995; COATES, 1999; BOVAL et al, 2004) impossibilitando a
seletividade, e posteriormente a adequagao dos modelos a varabilidade existénte na sele¢ao da

deita dos animais quando aplicados na prética.

6.2 Desenvolvimento dos modelos NIRS fecal

A melhora no desempenho dos modelos NIRS fecal ocorre sempre que reduz a variag@o
dos dados dentro dos periodos de avaliagdao para todos os modelos desenvolvidos (MOD, PB e
CMO). E esta variagao foi menor para a variavel MOD quando estimada pelo N fecal, seguida
pelas varidveis oriundas das amostras de extrusa e posteriormente pelas amostras de simual¢ao
de pastejo média por animal e didrias.

O modelo NIRS fecal para consumo de matéria organica apresentou menor desempenho
em relacdo aos melhores modelos para as outras varidveis. Desempenho parecido foi descrito
por BOVAL et al. (2004), que modelou para consumo de bovinos ( R? = 0,52; SECV = 5,29).

O modelo NIRS fecal para predi¢do do consumo de matéria orgénica apesar de ter
desempenho menor em relagdo aos outros modelos, ainda pode ser considerado com acuracia
para predicao desta variavel em um sistema extensivo de producdo, pois se calcularmos o
consumo média didrio de um animal no ensaio que foi de 1223,9 g de MO o erro desta
estimativa através do modelos NIRS fecal seria de + 41 g, perfazendo 6,79 % do cosnumo do
animal. Este erro pode ser considerado muito pequeno, pelo fato de envolver nesta modelagem
somente a quimica da dieta através da quimica fecal, frente a complexidade que ¢ o consumo
voluntério de ruminantes em sistemas extensivos de producao.

O consumo de ruminantes em sistemas extensivos tem a influéncia de um grande
numero de fatores ligados ao comportamento ingestivo, que estd relacionado a demanda de
nutrientes pelo animal, a quimica da dieta ingerida, mas também, relacionados ao ambiente,

como a estrutura da vegetacdo e as condi¢des de clima e tempo a que o animal estd exposto,
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todos dificeis de serem modelados de forma conjunta e acurada, a fim de obter boas predi¢des
de consumo voluntario. O consumo de ruminantes primeiramente foi descrito por FORBS
(1980), que desenvolveu o primeiro modelo mecanicista para o consumo de ruminantes
envolvendo fatores fisicos e fisioldgicos relacionados a dieta e o animal. Posteiormente
SAUVANT et al. (1996) propoés um modelo mecanicista do consumo, que integra as relacdes
entre comportamento alimentar e processos digestivos, confome apresentado na figura 20. Estes
modelos domonstram calaramente a complexidade envolvida no processo de consumo de

forragem por ruminantes em sistemas extensivos de producao.
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Figura 20 — Representacdo esquematica do modelo de consumo proposto por SAUVANT et al.
(1996)



7 CONCLUSAO

A metodologia NIRS fecal ¢ capaz de predizer com acuricia os teores de matéria
organica digestivel e proteina bruta da dieta de ovinos em pastejo sobre a pastagem natural do
bioma Pampa no Rio Grande do Sul, além do teor de nitrogénio fecal e do consumo voluntario

de matéria organica desses animais.
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ANEXO 2 — COMPOSICAO FLORISTICA NAS DUAS AVALIACOES
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Avaliac¢ido outono/inverno

% da massa

Familia Espécie total

Poaceae Erianthus angustifolius Nees 34,30

Poaceae Paspalum notatum A. H. Liogier ex Fliiggé 27,44
Poaceae Andropogon lateralis Nees 17,97
Poaceae Paspalum pumilum Nees 4,81
Apiaceae Eryngium horridum Malme 3,94
Poaceae Axonopus affinis Chase 2,64
Poaceae Paspalum urvillei Steud. 1,51
Poaceae Eragrostis plana Nees 1,13
Apiaceae Eryngium ciliatum Cham. & Schlitdl. 0,89
Fabaceae Desmodium incanum (Sw.) DC. 0,79
Cyperaceae Cyperus brevifolius (Rottb.) Endl. ex Hassk. 0,75
Apiaceae Centella asiatica (L.) Urb. 0,61
Rubiaceae Richardia brasiliensis Gomes 0,50
Hypoxidaceae Hypoxis decumbens L. 0,34
Poaceae Dichanthelium sabulorum (Lam.) Gould & C.A. Clark 0,29
Poaceae Panicum hians Elliott 0,22
Amaranthaceae Pfaffia tuberosa Hicken 0,21
Asteraceae Senecio selloi (Spreng.) DC. 0,19
Convolvulaceae Dichondra sericea Sw. 0,19
Poaceae Setaria geniculata Seibert ex Kunth 0,19

Relbunium richardianum (Gillies ex Hook. & Arn.)
Rubiaceae Hicken 0,18
Convolvulaceae Dichondra macrocalyx Meisn. 0,16
Fabaceae Eriosema campestre Benth. 0,12
Asteraceae Elephantopus mollis Kunth 0,09
Malvaceae Sida rhombifolia L. 0,07
(Coellorachis) Mnesithea selloana (Hack.) de Koning &
Poaceae Sosef 0,06
Poaceae Briza subaristata Lam. 0,06
Fabaceae Desmodium adscendens (Sw.) DC. 0,06
Melastomataceae Tibouchina gracilis (Bonpl.) Cogn. 0,06
Poaceae Paspalum plicatulum Michx. 0,04
Schizachyrium microstachyum (Desv. ex Ham.)
Poaceae Roseng., B.R. Arrill. & Izag. 0,04
Asteraceae Baccharis trimera (Less.) DC. 0,04
Avalia¢do primavera/verio
% da
Familia Espécie massa total

Poaceae Andropogon lateralis Nees 25,41
Poaceae Sorghastrum nutans (L.) Nash 17,98
Poaceae Paspalum notatum A. H. Liogier ex Fliiggé 16,88
Poaceae Eragrostis plana Nees 12,52




ANEXO 2 - ... continuagao
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Avalia¢do primavera/verio
% da
Familia Espécie massa total
Poaceae Axonopus affinis Chase 6,45
Poaceae Erianthus angustifolius Nees 3,97
Convolvulaceae Dichondra macrocalyx Meisn. 2,97
Cyperaceae Fimbristylis diphylla (Retz.) Vahl 2,34

Fabaceae Desmodium incanum (Sw.) DC. 2,13
Poaceae Paspalum plicatulum Michx. 1,36

Apiaceae Centella asiatica (L.) Urb. 1,16
Apiaceae Eryngium horridum Malme 0,91

Hypoxidaceae Hypoxis decumbens L. 0,60
Relbunium richardianum (Gillies ex Hook. & Arn.)

Rubiaceae Hicken 0,44
Poaceae Briza subaristata Lam. 0,40
Poaceae Paspalum urvillei Steud. 0,37

Cyperaceae Cyperus brevifolius (Rottb.) Endl. ex Hassk. 0,35
Poaceae Aristida laevis (Nees) Kunth 0,31

Asteraceae Orthopappus angustifolius (Sw.) Gleason 0,31
Poaceae Piptochaetium montevidense (Spreng.) Parodi 0,29

Lythraceae Cuphea ingrata Cham. & Schltdl. 0,24

Asteraceae Gamochaeta americana (Mill.) Wedd. 0,24
Poaceae Dichanthelium sabulorum (Lam.) Gould & C.A. Clark 0,23

Amaranthaceae Pfaffia tuberosa Hicken 0,23
Melastomataceae Tibouchina gracilis (Bonpl.) Cogn. 0,21
Oxalidaceae Oxalis sp. L. 0,21
Fabaceae Desmodium adscendens (Sw.) DC. 0,19
(Coellorachis) Mnesithea selloana (Hack.) de Koning &
Poaceae Sosef 0,18
Iridaceae Sisyrinchium laxum Otto ex Sims 0,14
Poaceae Briza Uniolae 0,13

Malvaceae Sida rhombifolia L. 0,11

Asteraceae Vernonia flexuosa Sims 0,09

Asteraceae Aspilia montevidensis (Spreng.) Kuntze 0,09
Poaceae Stenchisma hians 0,07
Poaceae Panicum hians Elliott 0,07

Lamiaceae Scutellaria racemosa Pers. 0,06

Convolvulaceae Dichondra sericea Sw. 0,06

Apiaceae Apium leptophyllum (Pers.) F. Muell. ex Benth. 0,04

Asteraceae Chevreulia acuminata Less. 0,03

Asteraceae Chaptalia sinuata (DC.) Baker 0,03
Poaceae Setaria geniculata Seibert ex Kunth 0,03
Poaceae Luziola Peruviana 0,03




