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Resumo

Métodos classicos de analise de modelos ndo lineares sao
amplamente utilizados em estudos da cinética de degradacdo
ruminal. Como esse tipo de estudo envolve medidas repetidas
na mesma unidade experimental, prop8e-se o uso de
modelos ndo lineares mistos (MNLM), buscando resolver os

Secdo: Zootecnia problemas de heterogeneidade de variancias das respostas,
Recebido de correlagdo entre as medidas repetida se a consequente
9 de mar¢o de 2019, falta de esfericidade da matriz de covariancias. Os objetivos
%eito e 201 deste trabalho envolvem apresentar uma avaliacdo da
T aplicabilidade dos MNLM na estimacdo de parametros
16 de junho de 2020. para descrever a cinética de degradacao ruminal in situ da

v matéria seca de fenos de capim-Tifton 85 e comparar os
ggggiﬁ‘?ﬁfﬁfgg;ﬁno seus resultados com os obtidos da andlise usual realizada
site, na pagina do artigo. em duas fases. Os novilhos utilizados no ensaio foram

alimentados com ra¢bes compostas por trés diferentes
combinag¢des de volumoso e concentrado e dois fenos com
diferentes qualidades nutricionais. A abordagem proposta
mostrou-se tao efetiva quanto a tradicional para a estimacao
dos parametros do modelo. Contudo, ela modela de forma
adequada a correlacao entre os dados longitudinais, o que
pode afetar as estimativas obtidas, o erro padrdo associado a
elas e, potencialmente, alterar os resultados das inferéncias.
E bastante atraente quando a pesquisa busca entender o
comportamento do processo da degradacdo dos alimentos
ao longo dos tempos de incubacao.
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Abstract

Classical methods of analysis of nonlinear models are widely
used in studies of ruminal degradation kinetics. As this
type of study involves repeated measurements in the same
experimental unit, the use of mixed nonlinear models (MNLM)
is proposed, in order to solve problems of heterogeneity
of variances of the responses, correlation among repeated
measurements and consequent lack of sphericity in the
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covariance matrix. The aims of this work are to present an evaluation
of the applicability of MNLM in the estimation of parameters to
describe the in situ ruminal degradation kinetics of the dry matter of
Tifton 85 hay and to compare the results with those obtained from
the usual analysis in two-phases. The steers used in the trial were
fed diets composed of three different combinations of roughage and
concentrate and two hays with different nutritional qualities. The
proposed approach was proven as effective as the traditional one
for estimating model parameters. However, it adequately models
the correlation among the longitudinal data, which can affect the
estimates obtained, the standard error associated with them and
potentially change the results of the inferences. It is quite attractive
when the research seeks to understand the behavior of the process of
food degradation throughout the incubation times.

Keywords: Ruminal degradation kinetics; Longitudinal data;
Covariance matrix; Random effects; Dry matter.

Introducgao

O conhecimento do processo de degradacdo dos alimentos pelos microrganismos
do rumen é importante em estudos de avaliacdo de alimentos para ruminantes, pois
o conhecimento do valor nutritivo potencial dos alimentos, por meio da degradacao
ruminal, permite o seu emprego racional como alimento Unico ou como ingrediente de
misturas mais complexas!.

O consumo alimentar é altamente correlacionado com a sua composi¢ao nutricional e
com a digestibilidade, uma vez que a regulacao fisioldgica ocorre quando ha o aumento
de consumo de matéria seca com o aumento da digestibilidade, corroborando a
saciedade do animal®4,

Dentre as técnicas empregadas para avaliar a degradacdo ruminal dos alimentos, a
técnica in situ tem sido a mais extensivamente utilizada, a qual consiste em determinar
o0 desaparecimento de componentes da amostra de alimentos acondicionados em
sacos de nailon incubados no rumen, por periodos variaveis®. Embora nao permita
gue o alimento sofra todos os eventos digestivos, como mastigacdo e ruminacado, de
acordo com Pereira et al.®, o extenso uso dessa técnica esta ligado a sua rapida e
facil execucdo, pois requer uma pequena quantidade de amostra do alimento-teste,
possibilita sua exposicdo ao ambiente ruminal, além dos seus resultados serem
proximos aos encontrados com ensaio in vivo.

Os modelos nao lineares sao amplamente utilizados em estudos que buscam estimar
0s parametros da cinética de degradac¢ao ruminal in situ”. Porém, devido a grande
quantidade de fatores envolvidos na realizagdo desses experimentos, diferentes
procedimentos e modelos de analises podem ser utilizados®®', Como esses
estudos envolvem dados longitudinais, pois as medidas de degradacdo sao obtidas
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sistematicamente ao longo do tempo nas mesmas unidades experimentais, espera-se
gue exista correlacdo ndo nula entre as medidas sucessivas e heterogeneidade das
variancias entre as medidas feitas nas diversas ocasides. Esses aspectos ndo sao levados
em conta nos métodos classicos de estimacdo e de analise univariada de variancia, o
gue pode alterar os resultados das inferéncias feitas sobre os parametros do modelo.
Pasternak e Shalev'® afirmaram que o simples ajuste de uma regressao ndo linear a
dados longitudinais pode ser ineficiente, uma vez que ndo considera a heterogeneidade
de variancias. Sartorio e Carvalho et al."®, dentre outros, afirmaram que a analise
tradicional de dados realizada em duas fases®®2 também deve ser ineficiente, porque,
além de ndo considerar a heterogeneidade das variancias, também ndo leva em conta a
possivel correlagdo entre as medidas repetidas ao longo do tempo, o que fere a premissa
da esfericidade da estrutura de variancias e covariancias, que € exigéncia dos modelos
de regressao classicos. Uma abordagem mais atual para analise de dados longitudinais
com comportamento ndo linear para as respostas médias envolve o uso de modelos
ndo lineares mistos (MNLM), que ainda sdo pouco empregados na analise de ensaios de
degradabilidade ruminal¥, Diante do exposto, o objetivo deste trabalho é apresentar
e avaliar a aplicabilidade de modelos ndo lineares mistos para descrever a cinética
de degradacao ruminal in situ de fenos de capim-Tifton 85, em novilhos alimentados
com rac¢des compostas por diferentes combinac¢des de volumoso:concentrado e fenos
de duas diferentes qualidades nutricionais, comparando os seus resultados com o0s
obtidos da analise tradicional, que é realizada em duas fases.

Materiais e métodos

Os dados foram obtidos do experimento desenvolvido por Feitosa et al."”), na Unidade
Animal de Estudos Digestivos e Metabdlicos do Departamento de Zootecniada Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias/UNESP, Campus de Jaboticabal, no periodo de maio
de 2001 a dezembro de 2002.

Foram utilizados seis novilhos mesticos (Bos taurus x Bos taurus indicus) canulados no
rdmen, com peso médio de 550+35kg e aproximadamente trés anos e meio de idade.
Durante o periodo experimental, os animais foram mantidos em baias individuais,
providos de bebedouro e comedouro, recebendo dietas compostas de feno de
capim-Tifton 85 (TIF) e concentrado em duas refeicdes diarias, as 7h30 e as 18h30. A
quantidade de alimento fornecida foi estabelecida em funcdao do consumo maximo
diario verificado com a dieta de maior porcentagem do volumoso e de pior qualidade
nutricional. Os animais foram adaptados aos tratamentos durante 14 dias, seguidos de
10 dias de coleta de amostras para cada periodo experimental.

As seis racbes formuladas foram compostas pela combinacdo de trés diferentes
relacdes,70:30, 50:50 e 30:70 de volumoso (V) e concentrado(C), com base na matéria
seca, e dois fenos de capim-Tifton 85 com 4% (TIF4) e 10% (TIF10) de proteina bruta,
ambos picados em particulas de 5 mm. O concentrado foi composto de casca de soja
(Glycine maxL.), milho (Zea maysL.) moido e farelo de girassol (Helianthus annuus L.). Os
tratamentos foram identificados como: V70TIF4, V70TIF10, V50TIF4, V50TIF10, V30TIF4
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e V30TIF10.

A degradabilidade ruminal da matéria seca (MS) foi determinada pela técnica in situ,
usando-se sacos confeccionados em nailon, medindo aproximadamente 14x7 cm, com
poros de 50pum, contendo amostras de cada uma das dietas experimentais moidas com
granulometria de 5 mm. Foram incubados 4,5g de amostra (base na MS), amarrados
em elos de uma corrente de a¢o para todos os tempos de incubac¢ao. Os dez tempos
de incubacao no rumen foram de 120, 96, 84, 72, 60, 48, 24, 12, 6 e 3 horas com duas
réplicas para cada horario e animal, adotando-se o sistema de colocacao dos sacos de
nailon nos tempos de incubacdo e retirada simulténea de todos os sacos ao final do
periodo.

Apds a incubacdo, os sacos de nailon foram pré-lavados em agua corrente para a
retirada do excesso de conteudo ruminal e colocados em agua com gelo por 20 min.
Em seguida, foram lavados durante 15 minutos em uma maquina do tipo tanquinho
(sendo que a agua da maquina foi trocada a cada cinco minutos). Apds esta etapa, os
sacos com os residuos foram secos em estufa a 65°C, com circulacdo forcada de ar
durante 48 horas.

Os sacos com os residuos secos foram pesados e seus residuos moidos em moinho
de facas, com peneira de Tmm de diametro, armazenados em frascos com tampa
e identificados. As amostras foram secas em estufa regulada a 105°C por 12horas e
as analises para determina¢do da matéria seca foram realizadas no Laboratério de
Ingredientes e Gases Poluentes(LIGAP) do Departamento de Zootecnia da FCAV/UNESP,
Campus de Jaboticabal - SP.

O experimento basico foi planejado em quadrado latino 6x6 com seis animais em
seis periodos experimentais distintos, recebendo um dos seis tratamentos (V70TIF4,
V70TIF10, V50TIF4, V50TIF10, V30TIF4 e V30TIF10). Em todas as unidades experimentais,
foram feitas as medidas repetidas ao longo do tempo. Dentre as caracteristicas avaliadas
nas amostras, a variavel resposta considerada nesse trabalho foi a porcentagem de
desaparecimento da matéria seca (%MS).

Admitiu-se que o comportamento ndo linear da porcentagem de desaparecimento da
matéria seca (%MS) ao longo dos tempos de incubacao pode ser bem explicado pelo
modelo de Orskov e McDonald"®. Assim, a %MS avaliada no instante X;; NO i-ésimo
animal que recebeu o k-ésimo tratamento no j-ésimo periodo, parai, j, k=1, 2, ..., 6,
pode ser expressa por:

yin = Bm + BZK[l B eXp(-BaKxij)] + Eiic (1)

em que B, representa a fracdo rapidamente soluvel das parcelas que receberam o
tratamento x, B, € a fragdo que pode ser degradada, se houver tempo, das parcelas
que receberam o tratamento x, B, € a taxa de degradacdo da fracdo das parcelas que
receberam o tratamento x e g, € o erro experimental associado a observacao y, .
Admitiu-se que g, ~ N(0, 0? ), ou seja, as medidas repetidas nas mesmas unidades
experimentais sdo independentes e a variancia é constante em todos os tratamentos
e periodos.
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Do modelo (1) derivam parametros importantes para o balanceamento de racdes,
como a degradabilidade potencial, definida como PD = B, + B,, e a degradabilidade
efetiva (ED) que ¢é calculada como: DE,, = B,+(B,B.)/(B,*+¢c), em que c = 5%/hora ¢ a taxa
de passagem das particulas no rimen para animais com médio consumo.

A metodologia denominada analise usual em duas fases foi a mesma utilizada nos
trabalhos de Santoro et al.®; Teixeira et al.® e Jobim et al.®, dentre outros. Na primeira
fase, ajustou-se o modelo de Orskov e McDonald"® para os dados de %MS de cada
unidade experimental e com as estimativas dos seus parametros (B,, B, B,) criou-se
uma nova planilha de dados. Na segunda fase, essas estimativas foram utilizadas como
variaveis respostas em uma série de trés analises de variancia univariadas (ANOVA)
independentes tendo como covaridveis os fatores associados ao delineamento
experimental (Animal, Periodo e o fator de Tratamento), que até o momento nao foram
incorporados na analise. Desta forma tem-se, para, u =1, 2, 3 o modelo:
AN

B = p + Aui + Pu] + TLIK + Ein (2)

em que p € uma constante comum a todas as observacgdes; A, € o efeito do j-ésimo
animal na u-ésima variavel resposta; P, € o efeito do j-ésimo periodo na u-ésima
variavel resposta; 7, € o efeito do k-ésimo tratamento na u-ésima variavel resposta e
g, € 0 erro experimental associado a u-ésima variavel medida no i-ésimo animal, que
no j-ésimo periodo que recebeu o tratamento k, parai, jx=1,2,...,g e g € o nUumero
de tratamentos envolvidos no ensaio. Quando a hipétese de igualdade das médias dos
tratamentos for rejeitada (p < 0,05), elas podem ser comparadas utilizando um teste de

comparacdes multiplas, como o teste de Tukey, por exemplo.

A analise utilizando o modelo ndo linear misto (MNLM) foi realizada como descrita
por Lindstrom e Bates® e utilizada por Gbmez, Mufioz e Betancur'.De acordo com
Lindstrom e Bates® o MNLM pode ser escrito como:

Y,=fX, BZ,b)+¢ (3)

emaque y. =1[y, Y.y, ] €0 vetor (nx1) de respostas do i-ésimo individuo, sendo n,
0 numero de tempos observados no i-ésimo individuo; f(X, p, Z, b) € um vetor (nx1)
de fungbes de resposta nao linear; Xi = [x_,..., x,, ] € uma matriz (nxW) de valores
intraindividuos, podendo incluir somente os instantes de avaliacdo; g é um vetor (px1) de
parametros populacionais desconhecidos; Z € uma matriz (nxq) de posto completo, de
constantes conhecidas que associay,a b, que € um vetor (gx1) de coeficientes aleatorios
de regressdo, ndao observados e € um vetor (gx1) de erros aleatérios intraindividuo. E
comum assumir que as observacdes feitas em diferentes individuos sdo independentes
entre si e que g~ N_ (O,R), sendo R a matriz de variancias e covariancias de dimensao
(nxn), que depende de somente pela sua dimensdo. Apesar de se admitirem diversas
aplicagdes que R = ¢l , onde I é uma matriz identidade de dimensdo n,, R, pode
assumir qualquer estrutura de covariancias marginal especial, como a autorregressiva
de primeira ordem (AR(1)), por exemplo. Admite-se que os efeitos aleatorios, b, sao
independentes e identicamente distribuidos, b,~ Nq(0,6°D), em que 6D é uma matriz
de variancias e covariancias, cuja dimensdo depende do numero de efeitos aleatérios
considerados no modelo. Admite-se ainda que os b, sdo independentes dos «.
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Para explicar o comportamento da digestibilidade média da MS (%), por tratamento,
utilizou-se a fun¢do ndo linear apresentada em (1), para j, j, k = 1, ..., 6. Os animais
fistulados avaliados em periodos distintos foram considerados unidades
experimentais diferentes. Como os dados em analise sdo completos e balanceados
em relagdo ao tempo, tem-se inicialmente, porque ainda ndao se sabe quantos e
onde serdo incluidos os efeitos aleatérios, que: n,= 10 tempos, x, = 3, 6, 12, 24, 48,
60, 72, 84,96 e 120 e R =R = ¢°l , € comum a todos os perfis individuais de resposta.

Para sugerir em quais parametros é conveniente incluir um efeito aleatério, foram
confeccionados os graficos de perfis individuais de respostas e de intervalos de 95% de
confianca para cada um dos parametros do modelo nao linear, utilizando as estimativas
dos parametros dos ajustes feitos para todos os individuos. Uma variabilidade incomum
dos pontos em alguma parte do grafico de perfis individuais de resposta (nos pontos
iniciais ou finais do processo, ou na curvatura dos perfis, por exemplo), associada a
algum(ns) parametro(s) do modelo nao linear escolhido, sugere a inclusao de efeito
aleatdrio nesse(s) parametro(s). Ja no grafico de intervalos de 95% de confianca, a nao
sobreposicao dos intervalos calculados para certo parametro indica a inclusdao de um
efeito aleatdrio a este parametro®@,

O modelo (1) com efeito aleatdrio associado a fragdo rapidamente soldvel, g, pode ser
escrito como:

Y= (ﬁlk * bu) * ﬁzk[‘l- exp(—,BSkx‘.]] * € (4)
em que b, € o efeito aleatério associado a g,. Neste exemplo, diz-se que o efeito
aleatdrio esta associado de forma linear ao parametro de efeito fixo g, como descrito
por Hist et al.?" e Vonesh e Carter®, Se o efeito aleatdrio esta associado ao parametro
B, diz-se que o mesmo ocorrera de forma linear. Porém, quando um efeito aleatério
esta associado ao parametro g, este ocorrera na forma néo linear, como proposto por
Lindstrom e Bates!"®,

Se essas técnicas informais de escolha de efeitos aleatérios ndo forem conclusivas,
podem ser comparados todos os possiveis modelos, utilizando testes de razdo de
verossimilhancas (TRV) em modelos encaixados ou os critérios de informacado de Akaike
(AIC) ou bayesiano (BIC), quando os modelos nao forem encaixados. Neste caso, o
modelo que apresentou o menor valor dessas estatisticas (AIC ou BIC) foi considerado
0 mais adequado®?,

Quando o modelo envolveu mais de um efeito aleatério, escolheu-se uma estrutura
para a matriz D, associada ao vetor de efeitos aleatérios, que seja parcimoniosa e
consiga explicar bem a variabilidade e as covariancias entre tais efeitos.

Para o modelo final e apds a escolha dos efeitos aleatérios, foram ajustadas curvas
meédias distintas para cada tratamento e as comparacdes entre tratamentos foram
feitas como descrito em Sartorio™. Todas as analises foram realizadas utilizando o
pacote nlme do software R®¥, considerando um nivel de significancia a= 0,05 em todos
os testes de hipdteses.
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Resultados e Discussao

Os perfis individuais da degradabilidade da matéria seca (MS) ao longo do tempo,
por tratamento (Figura 1) tém comportamentos semelhantes, apresentam certa
heterogeneidade de variancias ao longo do tempo e indicam que o modelo nao linear
(1) pode explicar bem a relacdo entre a porcentagem de degradac¢ao da MS e os tempos
de incubacao.

0 20 & 0 0 100 12
R i i Y T Vil M Ll |

Degradagdo da MS (%)

....... e e L B e
0 20 & 6 80 100 120
Tempo ce incudagdo (h)

Figura 1. Perfis individuais por tratamento da degradabilidade de MS ao longo dos
tempos de incubacao.
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Tabela 1. Média e erro padrao (e.p.) da degradabilidade da MS (%) do feno de capim-
Tifton 85, por tratamento e por tempo de incubag¢ao (h)

Tempo (h)
48 60
61,4 66,5
417 1,66
61,9 65,5
3,49 3,00
58,9 64,1
471 2,03
61,1 649
541 2,79
56,5 62,1
235 2,74
56,2 61,5
3,10 3,03

12
334
2,79
35,4
3,25
349
1,52
339
3,36
31,6
1,91
32,0
2,21

24
48,8
5,32
50,7
4,78
49,3
2,87
49,8
3,85
45,0
3,17
47,8
3,15

72
68,7
1,14
68,6
1,67
67,3
2,36
67,3
2,06
63,3
1,66
65,3
2,58

84
70,5
1,08
70,2
0,91
68,3
2,87
68,6
2,69
66,2
1,73
66,1
2,83

96
7.4
0,67
71,4
0,86
69,8
3,02
70,5
2,03
68,5
1,41
68,9
1,64

120
73,6
0,77
72,7
0,62
72,1
2,8
729
1,52
71,1
1,32
71:3
1,56

Tratamento 3 6
Média 23,2 284
ep. 124 175
Média 23,3 288
ep. 152 080
Média 23,1 27,3
ep. 153 287
Média 23,3 28,5
ep. 191 1,19
Média 23,5 28,1
ep. 188 1,52
Média 233 27,6
ep. 162 1,56

70:30_TIF4

70:30_TIF10

50:50_TIF4

50:50_TIF10

30:70_TIF4

30:70_TIF10

Figura 2. Boxplot da degradabilidade de MS (%) por tratamento e tempo de incubacao.
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O modelo de Orskov e McDonald (1979) foi ajustado para cada um dos trinta e seis
individuos, resultantes da combinacdo dos seis animais avaliados em seis diferentes
periodos. Para as trés variaveis respostas estudadas (estimativas de 8, f,, e f8,), 0s
testes de Shapiro-Wilk e de Bartlett confirmaram a normalidade dos erros (p > 0,05) e
a homogeneidade de variancias entre os seis tratamentos ( p > 0,05), respectivamente.

As ANOVAs individuais dessas variaveis respostas indicaram que nao houve interacdo
(p > 0,05) entre os niveis dos fatores V:C e TIF, que ndo se observou efeito do fator TIF
na degradabilidade da MS, ocorrendo diferencas significativas (p < 0,05) somente entre
as médias dos niveis do fator V:C. Esses resultados concordaram com aqueles obtidos
por Feitosa et al."”),

Os coeficientes de variacdo (Tabela 2) foram considerados médio-alto para os
parametros 8, e B, e baixo-médio para o parametro g, segundo a classificacdo de
Vaz et al.?¥, Pelo teste de Tukey, percebeu-se que os animais que receberam 70% de
volumoso na ragao apresentaram maior valor de g, e menor valor de 8, que os animais
que receberam somente 30% de volumoso. Os tratamentos com 70 e 50% de volumoso
apresentaram valores médios de g, iguais entre si e superiores ao do tratamento com
30% de volumoso.

Tabela 2. Médias das estimativas dos parametros do modelo de Orskov e McDonald
por nivel de V:C, coeficientes de variagao (CV%) e estimativa da variancia (s?) para cada
ANOVA referentes a degradacao da MS (%)

Parametro
By B- B3

V:C Média Média Média
70:30 17,56 a* 56,72 a 0,0334
50:50 1803 ab 5509 ab 0,0326
30:70 19,40 b 53,98 b 0,0260 b
CV(%) 11,15 5,98 21,34

52 2,11 6,01 1,27x103

*Médias de um mesmo parametro seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%)

Os intervalos de 95% de confian¢a construidos para os trés parametros a partir dos
ajustes do modelo para os 36 perfis individuais de degradabilidade da MS (%) (Figura 3),
sugerem a inclusao de efeito aleatério em g,, 3, e, possivelmente, em £, pois 0 nimero
de intervalos ndo sobrepostos para este parametro é pequeno. Para confirmar essas
sugestdes, sete modelos com efeitos aleatérios foram sugeridos (Tabela 3).
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Figura 3. Intervalos de 0,95 de confianca dos paréametros do modelo
de Orskov e McDonald por individuo.

Tabela 3. Critério de informacdo de Akaike (AIC) e logaritmo da funcdo de maxima
verossimilhanga (logLik) dos modelos de Orskov e McDonald sem e com efeitos
aleatérios, propostos para explicar a cinética da degradacao ruminal

Efeito
Modelo  aleatério Expressado AlC logLik
em*

MFO* = Bix + Bax[1 — exp(—PBaxx;)] 1700,33 x
MR1%# By (Byx + by) + Bar[1 — exp(—Barx;)] 1683,65 -821,82
MR2 B2 Bix + (Bax + b2)[1 — exp(—faxx;)] 1680,87 -820,44
MR3 B Bix + Bor[1 — exp(—(B3x + b3)x;)] 1670,90 -81545
MR4 By e B (Bix + by) + (Bag + b2) [1 — exp(—PB3xx;)] 1681,61 -818,80
MR5 BiefBs (Bix + by) + Box[1 — exp(—(Bax + b3)x;)] 1675,06 -815,53
MR6 B2 € B3 Bz + (Bax + b2)[1 — exp(—(Bsx + b3)x;)] 1661,57 -808,79
MR7 By, B2€ B3 (B + b1) + (Bo + by)[1 — exp(—(Bax + b3)x;)] 1667,47 -808,74

*MF: modelo de efeitos fixos; &MR: modelo com efeitos aleatdrios; **Método dos minimos quadrados
ordinarios; #Os sete modelos com efeitos aleatérios foram ajustados considerando a estrutura da
matriz D como pdSymm
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Para buscar a estrutura de variancias e covariancias adequada para os efeitos aleatérios,
combinaram-se os sete modelos com efeitos aleatérios apresentados na Tabela 3,
com quatro estruturas para a matriz D(pdSymm: matriz geral positiva definida, sem
estrutura adicional; pdLogChol: matriz geral positiva definida, sem estrutura adicional,
usando uma parametrizacdo log-Cholesky; pdDiag: diagonal; pdident. multiplo de uma
identidade), admitindo Ri = ¢7] .

Testes da Razao de Verossimilhancas (TRV) e os critérios AIC e BIC indicaram que o
modelo MR6, com efeitos aleatérios em g, e f,, com matriz ndo estruturada para D,
proporcionou melhor ajuste que o modelo com efeitos fixos (MFQ) e todos os demais
modelos nao lineares mistos.

Também foi testada a necessidade de utilizar outra estrutura para a matriz R
(autorregressiva de primeira ordem - AR(1); autorregressiva de primeira ordem com
heterogeneidade de variancias - ARH(1) ou simetria composta - SC), mas os resultados
confirmaram que a estrutura R = 0%, é a mais adequada.

Na Figura 4, que apresenta as curvas médias ajustadas aos seis tratamentos, observa-
se que as curvas dos tratamentos V30TIF4 e V30TIF10 sdo muito semelhantes, assim
como as curvas dos demais tratamentos. Considerando a estrutura aleatéria do modelo
MR6 e as curvas médias apresentadas, foram propostos alguns modelos alternativos:
i) MR6.5: cinco curvas distintas, sendo uma Unica curva para os tratamentos V30TIF4
e V30TIF10 e uma curva para cada um dos outros tratamentos; /i) MR6.3: trés curvas
distintas, sendo uma para os tratamentos V70TIF4 e V70TIF10, outra para V50TIF4 e
V50TIF10 e outra para V30TIF4 e V30TIF10; iii) MR6.2: duas curvas distintas, sendo uma
para os tratamentos V30TIF4 e V30TIF10 e outra para os demais tratamentos V70TIF4,
V70TIF10, V50TIF4 e V50TIF10; iv) MR6.1: uma Unica curva para todos os perfis médios.
Os modelos foram comparados utilizando TRV e os critérios AIC e BIC e concluiu-se
qgue 0 modelo MR6.2 com 10 parametros é tao bom quanto os demais modelos, que
envolvem 13, 19 ou 22 parametros (Tabela 4). Logo, as curvas de degradabilidade da
MS (%) em funcdo dos tempos de incuba¢do foram consideradas idénticas para as
porcentagens de volumoso de 70 e 50, sendo apenas a porcentagem de 30 considerada
diferente das demais. A qualidade nutricional dos fenos de capim-Tifton 85 (TIF4 e
TIF10) ndo influenciou na degradabilidade da MS (%).

Os parametros do modelo MR6.2 também foram comparados utilizando os modelos
apresentados na Tabela 5. Testes da razao de verossimilhancas foram realizados e
permitiram concluir que o modelo MR6.2 com duas curvas e parametros distintos foi o
mais indicado para a descricdo da variavel resposta em estudo.

Lembrando que a estrutura aleatéria do modelo foi selecionada anteriormente a dos
efeitos fixos, Pinheiro e Bates®? recomendam conferir a estrutura da matriz R, ou
seja, se essa estrutura permanece a mesma escolhida antes de definir os efeitos fixos.
Dentre as estruturas mais complexas (AR(1), ARH(1), e CS) comparadas, por meio de
TRV, com R = ozl10 , @ estrutura ARH(1), com variancias diferentes nos diversos tempos
de incubacao e autocorrelacdo de primeira ordem, foi considerada mais adequada.

2020, Cienc. anim. bras, v.21, e-57596



Modelos nao lineares mistos em ensaios de degradabilidade ruminal in situ
Medeiros S.D.S. de et al.

70

60
1

50
1

V70_TIF4

—— V70_TIF10

40

V50_TIF4

Degradagao da MS (%)

— V50_TIF10

30
1

— V30_TIF4

— V30_TIF10

20
1
g

T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Tempo de incubagéo (h)

Figura 4.Curvas ajustadas para a degrada¢do da MS (%) utilizando o modelo MR6.

Tabela 4. Informagdes sobre o ajuste dos modelos propostos para determinar o
numero de curvas referente aos tratamentos do modelo MR6

Modelo n.p. AlC BIC logLik**
MR6 22 1661,57 1746,76 -808,79
MR6.5 19 1655,86 1729,43 -808,93
MR6.3 13 1646,46 1696,80 -810,23
MR6.2 10 1644,58 1683,31 -812,29
MR6.1 7 1665,94 1693,05 -825,97

*n.p.: nUmero de parametros do modelo; **logLik: logaritmo da fungdo de maxima verossimilhanca

Tabela 5. Informagdes sobre os ajustes dos modelos usados para comparar os
parametros das curvas do modelo MR6.2

Modelo Biu Bz Bsu np. AIC BIC logLik
MR6.2 diferentes diferentes diferentes 10 1644,58 1683,31 -812,29
MR6.2a B1:.=B.» Diferentes diferentes 9 1647,69 168254 -814,85
MR6.2b diferentes  B,,=B,, diferentes 9 164579 1680,63 -813,89
MR6.2c diferentes diferentes  f;,=f:» 9 B s o

MR6.2ab B11=B1- B.1=B.» diferentes 8 1647,14 1678,12 -815,57
MR6.2ac B11=B:» diferentes  B;,=ps, 8 7t et Lk

MR6.2bc diferentes  B,,=f.» B31=P3> 8 ke e it

u = 1, 2; *n.p.: nimero de parametros do modelo; **logLik: logaritmo da fungdo de maxima
verossimilhanga; ***0O processo iterativo de ajuste ndo convergiu. Notou-se uma grande sensibilidade
na convergéncia do processo relativa aos valores iniciais fornecidos. Nesses casos, acredita-se que o
processo ndo tenha convergido por ndo ter sido possivel encontrar estimativas iniciais adequadas para
o parametro g, (taxa de velocidade da degradabilidade da MS) das duas curvas, indicando que esses
pardmetros das duas curvas sdo realmente diferentes.
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Os tratamentos com 70 ou 50% de volumoso ndo apresentaram diferencas entre si
para todos os parametros do modelo, mas foram diferentes dos tratamentos em que a
porcentagem de volumoso foi de 30% (também para todos os parametros do modelo).
O modelo nao linear misto final explica praticamente toda a variabilidade presente nos
dados (Figuras 5 e 6), 0 que ndo ocorre com o modelo de duas fases.

V70 e V50 (TIF 4 € 10%) V30 (TIF 4 e 10%)
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60

60

50
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40
40
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Degradagao da MS (%)

30
1
30
1

20

T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120

Tempo de incubag@o (h) Tempo de incubagédo (h)

Efeito fixo

60 70
1

50
1

Degradagao da MS (%)
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Figura 5. Curvas ajustadas do modelo MR6.2, com estrutura R = ARH(1).

Na Figura 6 percebe-se um comportamento das respostas do individuo 18 bem distinto
dos outrosindividuos, apresentando a maior variacao referente a fracdo potencialmente
degradavel (B,). Este fato explica a necessidade de um maior valor predito do efeito
aleatorio, referente ao parametro 8, encontrado para o individuo 18.

A menor proporcdo de concentrado proporcionou uma DE,, maior do feno de
capim-Tifton, em relagdo as outras propor¢des consideradas. Ja as DPs de ambos os
tratamentos apresentaram praticamente os mesmos valores (Tabela 6), que foram
condizentes aos obtidos por Jobim et al.®.
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Figura 6. Ajuste do modelo M6.2, com estrutura ARH para a matriz R, aos dados de
degradacdo da MS por individuo, considerando também o grafico de ajuste somente
da parte fixa deste modelo.

Nas duas abordagens, as porcentagens 70 e 50 de volumoso nara¢do ndao apresentaram
diferenca para nenhum dos parametros avaliados, ou seja, para a fracao rapidamente
degradavel(B,), paraafracao potencialmente degradavel(B,) e para ataxa de degradacao
da fracdo potencialmente degradavel (3,). Os valores das estimativas dos parametros 3,
. B, € B, dos modelos finais da abordagem mista estdo préximos das faixas de variagao
(ou dos intervalos de variacdo) obtidos com a abordagem de duas fases (Tabelas 6 e 7),
tendo menor variacdo a abordagem mista.

Tabela 6. Estimativas dos parametros e erro padrdao (e.p.) do modelo misto
selecionado com estrutura ARH(1) e DEs,, e DP calculadas por curva de tratamento

Parametro
Analise Vo:Co B ep. B ep. B3 ep. DEsy DP
Mista*  70:30e50:50 18,77 0,32 5571 047 0,0291 0,0008 39,28 74,48
30:70 20,06 052 54,69 083 00229 0,0013 37,24 74,75
*M6.2 com ARH(1): s°= 2,0211; s§.= 3,1073; si3= 6,02x; rysps= - 0.451; § = 0,1385; s3= 1,0000; s3=
1,5333; shy= 10,5940; siie= 4,9199; sio= 2,5991; sf,= 0,9303; siq= 0,6606; s%=0,1756; s*v7oneaz = 3,6352;
s%vronea20 = 0,0907
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Tabela 7. Comparacao das estimativas dos parametros dos modelos resultantes das
duas analises para a descri¢ao da cinética de degrada¢ao ruminal da MS

Anélise B B> B3
Duas fases 17,56 a 19,40 53,98 a 56,72 0,0260 a 0,0326
MNLM 18,77 a 20,06 54,69 a 55,71 0,0229 a 0,0291

Considerando o modelo final, MR6.2 com estrutura ARH(1) para a matriz R, a menor
proporgdo de volumoso na ragdo proporcionou a menor DE.% do feno de capim-Tifton
85 (37,24%), em relacao as outras proporc¢des consideradas, estando proxima dos
valores encontrados por Assis et al.?®, Balieiro e Melloti®, como também préxima ao
intervalo de valores obtidos na abordagem de duas fases (37,68 a 40,01) e mista (37,31
a 40,38). Ja as DPs de ambos os tratamentos apresentaram valores muito proximos,
estando também de acordo com os obtidos pela de duas fases (73,12 a 74,28), valores
proximos aos obtidos por Jobim et al.® e superiores aos encontrados por Balieiro e
Melloti®®. Além disso, a estimativa da variabilidade residual (s2) referente a analise
de duas fases sofreu uma grande reducdo (de 6,84 para 2,02) ja esperada, pois a
variabilidade residual, que antes era explicada por uma Unica fonte de variacdo no
modelo ndo linear classico (analise de duas fases), passou a ser composta por variagdes
entre individuos (variacao residual mais efeitos aleatérios) e intraindividuos (relativa
a heterogeneidade de variancias nos diversos tempos de incuba¢do) no modelo nao
linear misto, justificando a sua reducdo. Dessa forma, o uso do MNLM se apresenta
melhor que o método em duas etapas para diferenciar a degradabilidade efetiva e
potencial de alimentos, pois, se o erro padrao das estimativas dos parametros € maior,
0s respectivos intervalos de 95% de confianca também serdo maiores, diminuindo a
probabilidade de encontrar diferenca entre os tratamentos, ou seja, aumenta-se a
probabilidade de aceitar erroneamente a hipétese de efeito nulo dos tratamentos (erro
tipo ).

Os resultados referentes aos efeitos fixos obtidos com o uso de MNLM ndo foram
distintos dos obtidos na analise de duas fases, nas condi¢des deste ensaio. Contudo, a
abordagem mista apresenta vantagens em relacdo a abordagem de duas fases, quando
0 interesse esta na descricdo do comportamento dos perfis individuais de respostas e
na separag¢ao da variabilidade residual em fontes de variagcao entre e intraindividuos.

Resultados semelhantes foram obtidos por Zanton e Heinrichs®” que fizeram um
estudo para a variavel resposta fibra de detergente neutro (FDN), em que avaliaram
trés metodologias de analises de perfis de degradacao alimentar in situ. Para isso,
simularam 500 experimentos, considerando apenas quatro animais, dois periodos e
oito tempos de incubacdo (72, 48, 24, 16, 8, 4, 2, e 1 hora). Nessas condic¢des, os autores
puderam concluir que, em muitos casos, o MNLM é tdao bom ou melhor que a analise
de duas fases.

A variabilidade provocada pelo delineamento experimental nas respostas foi bem
explicada pelas estruturas de covariancias utilizadas, indicando que a inclusdo de
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parametros relacionados aos fatores de delineamento ndo seja necessaria com 0 uso
do modelo ndo linear misto.

Conclusao

O uso do modelo de Orskov e McDonald"® com efeitos aleatérios proporcionou o
melhor ajuste aos dados de degradabilidade de matéria seca, pois a variabilidade dos
dados € mais bem descrita. O pacote nime do software R foi bastante versatil no ajuste,
possibilitando o ajuste e comparacado de diversos modelos para a parte fixa, alternando
diversas estruturas de variancias e covariancias.

O uso de modelos nao lineares mistos na analise de dados de digestibilidade in situ é
bastante vantajoso quando a pesquisa tem por objetivo entender o comportamento
do processo de digestibilidade ao longo dos tempos de incubac¢do. Se o interesse for
restrito a estimacao dos parametros do modelo nao linear de Orskov e McDonald e ao
calculo das degradabilidades efetiva e potencial de dietas, pode-se usar qualquer uma
das duas abordagens de analise apresentadas.

Apesar de esse estudo sugerir que, por reduzir a estimativa da variabilidade residual (s?)
o uso do MNLM se apresenta melhor que o método em duas etapas para diferenciar a
degradabilidade efetiva e potencial de alimentos, é necessario realizar simulacdes para
comprovar tal afirmacao.
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