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Considerac0es Iniciais

1. Introducéo

A prética de alimentar as aves com dietas contendo farinha de carnes, visceras e
penas como fonte de proteina, em substituicdo ao farelo de soja, € comum em empresas
brasileiras, por essas matérias-primas apresentarem custo relativamente baixo e serem
boas fontes de nutrientes quando bem processadas (Moura et al., 1994; Pereira et al.,
1994; Bellaver et al., 2001). Porém, para manter as exportacOes para a Europa e Oriente
Médio, que proibem o uso de farinhas de origem animal nas ra¢@es dos frangos de corte,
tem ocorrido direcionamento para a fabricacdo de racdes vegetais com base em milho e
farelo de soja (Bellaver et al., 2005).

Episddios como salmonelose em ovos na Gréd-Bretanha, a contamina¢do com
dioxina em frangos e suinos na Bélgica, surtos de febre aftosa em vérios paises, a
encefalopatia espongiforme bovina (BSE), conhecida como doenca da vaca louca na
Inglaterra e Canada e recentemente a Influenza Aviéria na Asia, contribuiram para o
aumento da preocupacdo dos consumidores em relacdo a qualidade dos alimentos
comercializados.

Para aumentar as garantias ao consumidor do alimento seguro, a Comunidade
Européia (CE) fez modificacbes em suas normas sanitarias (Sacco et al., 2005),
estabelecendo regime de identificacdo, registro e a rotulagem da carne e produtos a base
de carne bovina (CE n° 1760/2000). Outra modificacdo foi a restricdo do uso de
subprodutos de origem animal em racGes de animais da mesma espécie (CE n°.
1774/2002).

Nesse contexto, surge a rastreabilidade como ferramenta para fornecer maior
seguranga ao consumidor. Segundo a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT, 1994), pela norma NBR ISO 8402, rastreabilidade é definida como a
habilidade de descrever a historia, aplicacdo, processos ou eventos e localizacdo do
produto em determinada organizacao por meios de registros e identificacao.

A rastreabilidade aplicada isoladamente ndo traz seguranca ao produto nem ao
processo, devendo estar associada a outros sistemas de controle, como complemento no

gerenciamento da qualidade (Iba et al., 2003).



E importante atentar que sob o manto da rastreabilidade também podem aparecer
outros interesses, além da qualidade, da seguranca alimentar e da sanidade animal,
podendo ser usados como barreira comercial, com intuito de dificultar as exportagdes do
pais (Moreira & Mendes, 2004).

No Brasil, o Unico sistema de rastreabilidade oficialmente implantado é o da
cadeia de bovinos e bubalinos, denominado Sisbov - Sistema Brasileiro de Identificacdo
e Certificacdo de Origem Bovina e Bubalina, criado pelo Ministério da Agricultura,
Pecuéaria e Abastecimento (MAPA, 2002) como resposta imediata do governo brasileiro
as pressdes da Unido Européia, que exigia um programa oficial de rastreabilidade para a
cadeia de bovinos.

A avicultura ainda ndo dispbe de sistema de identificacdo oficial como a
pecudria de corte, mas ja utiliza diversas ferramentas de gestdo e controle de qualidade
em sua cadeia, como 0 HACCP (Analise de Risco e Controle de Pontos Criticos) ou o
BPF (Boas Praticas de Fabricacdo), além de atuar no sentido de definir normas para
outros pontos da cadeia produtiva (Cerutti, 2002).

Seria desejavel que houvesse na industria avicola, além de um programa
eficiente de rastreabilidade, analise de contra prova que auxilie atestar a veracidade das
informacdes constantes no historico alimentar de lotes de produtos diferenciados (ex.
frango verde), que pudesse monitorar o0 processo de rastreabilidade e fornecer laudos
técnicos para as auditorias, como instrumento de confiabilidade (Oliveira, 2005).

Muitos métodos tém sido propostos para identificar a presenca de subprodutos
de origem animal em ragdes para animais, tais como, hibridizacdo de DNA, ELISA e
PCR (Bloch Junior, 2002).

A espectrometria de massas, através da andlise da razdo isotdpica do carbono e
nitrogénio, vem sendo utilizada neste sentido na tentativa de identificar a presenca de
subprodutos de origem animal na alimentacdo de frangos de corte (Oliveira, 2005;
Carrijo et al., 2006).

A razdo isotdpica para o elemento quimico carbono-13 tem sido utilizada com
sucesso para testar a autenticidade, a qualidade e a origem geografica de varios produtos
como sucos de frutas (Bricout & Koziet, 1987; Koziet et al., 1993), vinhos (Martin et
al., 1988), méis (Brookes et al., 1991; White et al., 1998), produtos lacteos (Rossmann
et al., 2000; Manca et al., 2001), Oleos vegetais (Kelly et al., 1997), além de



caracterizacédo e diferenciacdo do regime dietético de suinos ibéricos de acordo com a
alimentacédo recebida no periodo de engorda (Gonzalez-Martin et al., 1999). Associado
a razdo isotopica do nitrogénio permitiu a certificacdo da origem geogréfica e tipos de
alimentacdo de ovinos (Piasentier et al., 2003) e a detecgéo da incluséo de farinhas de

origem animal na alimentacédo de frangos de corte (Oliveira, 2005; Carrijo et al., 2006).

2. Isétopos estaveis

O termo is6topo vem do grego: ISO (mesmo ou igual) e TOPOS (lugar),
referindo-se ao fato de ocuparem o mesmo lugar na tabela periddica. Is6topos sdo
atomos do mesmo elemento quimico que diferem em numero de néutrons, por isso
apresentam diferentes massas nucleares. A expressao estavel significa dizer que nédo
emitem radiagéo.

Os is6topos do carbono (C), hidrogénio (H), oxigénio (O), nitrogénio (N)
ocorrem naturalmente na biosfera. Cada elemento apresenta um isétopo estavel leve
dominante: carbono-12 (**C), hidrogénio-1 (*H), oxigénio-16 (**0) e nitrogénio-14
(**N) e um ou dois isdtopos estaveis pesados: carbono-13 (*3C), hidrogénio-2 (*H),
oxigénio-17 (*'0), oxigénio-18 (**0) e nitrogénio-15 (**N), com abundancia ou
concentracdo natural expressa em atomos %.

A abundancia natural para os isOtopos estdveis de carbono € de
aproximadamente 98,89 e 1,11 4tomos % para *°C e **C, respectivamente (Kennedy &
Krouse, 1990) e 99,64 e 0,36 4&tomos % para **N e *°N, respectivamente (Ducatti, 2004).

A medida da relacdo entre isétopos é realizada pelo espectrdmetro de massas,
que mede a concentracdo dos diferentes is6topos do elemento, admitido no sistema sob
a forma gasosa (H,, CO,, N, e SO,).

A razdo entre 0s isOtopos estaveis, mensurados por espectrometria de massa de

baixa resolucdo, com leitura em delta (6) € obtida pela expresséo:



oX (amostra, padrao) — [(Ramostra - Rpadréo) / Rpadréo] x 1000
onde:
& X = enriquecimento do is6topo mais pesado do elemento quimico X (C ou N) da amostra em
relacdo ao respectivo padrao internacional.
R = representa a razdo isotopica entre o istopo menos e 0 mais abundante, em particular
13C/12C e 15N/14N.

Os valores do delta do carbono-13 séo expressos em delta per mil da razéo
isotépica **C/*?C da amostra em relac&o a um padréo internacional (8%o"3C).

O padrdo internacional para os isétopos estaveis de carbono é o Peedee
Belemnite (PDB). Segundo Friedman & O’Neil (1977), citados por Ducatti et al.
(1979), o padrao PDB € aceito universalmente na comparagdo das composi¢oes
isotopicas do carbono. Trata-se de um carbonato sélido de Belemnitela americana, da
formacgéo Peedee da Carolina do Sul, Estados Unidos, empregado inicialmente como
padrdo por Craig (1957). Para os is6topos estaveis de nitrogénio o padréo internacional
aceito é o ar atmosférico e os valores do delta do nitrogénio-15 também sdo expressos,
na terminologia dos is6topos estaveis, em delta per mil da razdo isotépica >N/**N da
amostra em relacéo a esse padrdo (8%o°N).

As plantas, na sua maioria, podem ser classificadas em dois grupos principais, de
acordo com a via fotossintética de fixacdo do CO,: plantas do ciclo fotossintético Cs e
plantas do ciclo fotossintético C4. Nestas plantas o primeiro composto organico a ser
formado é um acido carboxilico, que nas plantas Cz possui trés &tomos de carbono e nas
plantas C, possui quatro &tomos de carbono.

A via fotossintética Cs inclui a maioria das arvores, arbustos, soja, arroz, trigo,
cevada, algoddo entre outros, e a via fotossintetica C4 € encontrada no milho, cana de
acucar, sorgo, e outros capins de origem tropical ou subtropical.

O CO, atmosférico que possui valor de 8'3C de aproximadamente -7,7%o
(Kennedy & Krouse, 1990), é a fonte primaria de carbono para as plantas terrestres.
Este carbono sofre discriminagdo isotdpica ao longo do processo de fotossintese,
ocorrendo diminuicdo da concentracdo de **C e aumento da concentracdo de C.
Durante a assimilacdo fotossintética, as plantas do ciclo fotossintético C; fixam o CO;
atmosférico através do ciclo Calvin-Benson e apresentam valores de 8*3C entre -22 e

-34%0 (valor modal = -26,7%o), enquanto as plantas do ciclo fotossintético C,4 fixam o



CO, atmosférico através do ciclo Hatch-Slack e apresentam valores de §'°C entre -9 e
-16%o (valor modal = -12,6%0). O sinal negativo indica que a planta ou seu subproduto
apresenta menor concentracio de *3C que o padréo internacional. Portanto, as plantas Cs
e C4 possuem assinaturas isotépicas diferentes, devido ao fracionamento que ocorre
durante a fixacdo fotossintética do carbono (Smith & Epstein, 1971; O’leary, 1981;
Kennedy & Krouse, 1990; Voguel, 1993).

A diferenca natural, da ordem de 14 per mil mais rico em carbono-13 nas plantas
do ciclo fotossintético C4, em relacdo as do ciclo fotossintético Cs, torna possivel a
utilizacdo destas plantas e seus subprodutos como marcadores em animais, sem a
necessidade de sintetizar compostos especificamente marcados, além de evitar
problemas de salde e seguranca associados ao uso de isotopos radioativos (Jones et al.,
1979; Tieszen et al., 1979; Boutton et al., 1988; Metges et al., 1990), podendo ser
aplicados sem o risco de contaminagdo ambiental em estudos com aves de postura
(Carrijo et al., 2000; Denadai, 2004), frangos de corte (Cruz et al., 2004; Oliveira, 2005;
Carrijo et al., 2006), peixes (Zuanon, 2003) e ovinos (Silva, 2003).

Diferentemente do carbono, a razdo isotépica *N/*N nas plantas ndo depende
do ciclo fotossintético realizado. Mesmo a atmosfera sendo abundante em N, somente
as plantas que possuem bactéria fixadora de nitrogénio conseguem fixa-lo do ar. As
demais plantas o fixam através da incorporacdo de compostos nitrogenados do solo.
Quando o nitrogénio é absorvido do ar atmosférico pelas bactérias fixadoras ou pelo uso
de fertilizantes industriais, o valor do 8"°N no solo é baixo em torno de 0%.. Se
absorvido da matéria organica decomposta, o valor do 8"°N é mais significativo, ao
redor de 5%.. Valores negativos de &N sdo observados em solos com baixa
porcentagem de matéria organica, em particular solos secos e arenosos. Quando for
adicionado esterco como fertilizante natural, a taxa de fracionamento ¢ alto, com valores
de "N em torno de 10%. (Shibuya et al., 2006).



3. Isdtopos estaveis na certificacdo de alimentos

Os isOtopos estaveis inicialmente foram utilizados em estudos geoldgicos e
arqueologicos servindo como técnica para a reconstrucdo de dieta prévia de animais
(Van der Merve, 1982; De Niro, 1987). Ultimamente sua utilizacdo vem crescendo em
pesquisas agricola, ecologicas e fisioldgicas (Gannes et al., 1998), mostrando-se como
uma alternativa promissora para estudos de processos relacionados a digestao, absorcéo
e metabolismo de nutrientes em humanos e animais e em estudos para identificar a
procedéncia e qualidade de produtos de origem animal e vegetal.

Estas investigacdes demonstraram que as composicées isotopicas dos tecidos de
animais geralmente assemelham-se com as de suas dietas, em relacdo ao carbono-13
(Minson & Ludlow, 1975; De Niro & Epstein, 1976, 1978; Hobson & Clark, 1992a,
1992b), por estarem ligados aos processos metabdlicos (Kennedy & Krouse, 1990),
presentes em todos 0s nutrientes capazes de gerar energia aos animais e representarem
cerca de 50% dos elementos quimicos que compdem o corpo dos animais superiores
(Murray, 1990). A integracdo da composicdo isotopica do carbono incorporado no
corpo do animal e o que foi perdido na respiracdo e excrecdo deve ser igual a
composicao isotdpica de carbono da dieta, isto é a base da maioria dos pressupostos dos
experimentos que utilizam os isétopos estaveis do carbono, segundo DeNiro & Epstein
(1978).

O crescente interesse do consumidor em saber a origem e a qualidade do produto
que vai consumir e o interesse pela carne de frango produzida exclusivamente com
racOes de origem vegetal faz aumentarem as pesquisas com métodos que permitam a
certificacdo de origem e qualidade de produtos de origem animal (Hargin, 1996; Monin,
1998; Gonzales-Martin et al., 1999; Gonzales-Martin et al., 2001; Piasentier et al.,
2003). Neste sentido, a técnica de isotopos estaveis para detectar o tipo de alimento
consumido pelo animal torna-se apropriada.

Schimidt et al. (2005) sugerem que as analises das razdes isotopicas de carbono,
nitrogénio e enxofre da carne bovina podem pressupor a origem geografica da carne
bovina, além de poder detectar diferencas entre seus sistemas de producédo

(convencional e organico). A possibilidade de rastrear a origem geogréafica e diferir



sistemas produtivos, convencional e organico, da carne bovina, a partir de analises
isotopicas também foi encontrada por Boner & Forstel (2004).

Os resultados obtidos por Piasentier et al. (2003) mostraram a possibilidade de
certificar a origem geogréfica e o regime de alimentacdo de ovinos, por meio da técnica
dos is6topos estaveis do 5°C e 5'°N. Devido as diferencas no regime alimentar foram
encontradas diferencas nos valores de 8*3C na proteina destes animais e as variagdes nos
valores de 8N ocorreram em funcdo do tipo de solo, da presenca de plantas
leguminosas ou do proprio metabolismo animal.

O uso da razdo isotépica *C/**C também foi utilizado por Gonzéles-Martin et al.
(2001), porém para caracterizacdo do regime dietético de suinos de diferentes linhagens
durante a fase de terminacdo, em amostras de tecido adiposo, por meio de analises
isotépicas conjuntas de carbono (5'°C) e enxofre (8**S).

A incluséo gradativa de farinha de carne e 0ssos bovina nas dietas de frangos de
corte pode ser observada em masculo peitoral de frangos de corte, segundo Carrijo et al.
(2006), por meio do enrigquecimento isotépico do carbono-13 e nitrogénio-15 a medida
gue os sinais dos pares isotdpicos se distanciavam do sinal da dieta vegetal, conforme a
inclusdo da farinha aumentava.

Pesquisas utilizando a técnica dos isétopos estaveis de carbono e nitrogénio vém
sendo desenvolvidas, no Centro de Is6topos Estaveis Ambientais (CIEA) do Instituto de
Biociéncias (IB) em conjunto com a Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ), ambos da UNESP - Botucatu, na tentativa de identificar a utilizagcdo de
subprodutos de origem animal na alimentacdo de frangos de corte. Estes estudos
ocorrem visto a necessidade de se produzir carne de frango dentro dos padrdes exigidos
pelo mercado externo, quanto a utilizacao destes ingredientes na alimentacdo animal.

Com o desenvolvimento destas pesquisas surgiu a necessidade de verificar se
outros ingredientes, além dos que compdem a base da dieta de frangos de corte,
poderiam interferir nessa deteccao.

Como o milho e a soja sdo os ingredientes que mais contribuem para a elevagéo
dos custos das dietas das aves, pois constituem aproximadamente 70% da composicéo, e
sofrem constantes oscilacbes nos precos, tem havido crescente busca por alimentos
alternativos, principalmente os subprodutos da agroindustria, que possuem baixo custo e

sdo encontrados facilmente em certas regides e em algumas épocas do ano (Granjeiro et



al., 2001). Entre estes ingredientes alternativos, encontram-se a levedura de cana-de-
acucar (Butolo, 1991) e o farelo de trigo (Bellaver, 2003).

O Capitulo 2, intitulado “INFLUENCIA DA COMPOSICAO DAS RACOES NA
RASTREABILIDADE DE FARINHAS DE ORIGEM ANIMAL PELA TECNICA
DOS ISOTOPOS ESTAVEIS EM FRANGOS DE CORTE” encontra-se redigido de
acordo com as normas editoriais da Revista PAB — Pesquisa Agropecuéria Brasileira. O
presente trabalho teve por objetivo verificar se a incluséo de outros ingredientes, como
farelo de trigo e levedura de cana-de-acUcar, na dieta de frangos de corte, interfere na
deteccdo de subprodutos de origem animal pelo uso da técnica dos isdtopos estaveis de
carbono e nitrogénio.
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Influéncia da composicéo das racées na rastreabilidade de farinhas de origem
animal pela técnica dos is6topos estaveis em frangos de corte

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar se a inclusdo de farelo de trigo (T) e levedura de
cana-de-acucar (L) pode interferir na deteccdo da farinha de carne e 0ssos bovina (C) e
da farinha de visceras de aves (V), na alimentacdo de frangos de corte, utilizando a
técnica de isdtopos estaveis de carbono e nitrogénio no musculo peitoral (Pectoralis
major). Foram utilizados 480 pintos machos (Cobb), com um dia de idade, distribuidos
aleatoriamente em dezesseis tratamentos, com 30 aves cada, sendo uma dieta controle a
base de milho e soja e os demais tratamentos, possiveis combinac@es da inclusédo C, V,
L e T. As dietas foram padronizadas para serem equivalentes em proteina bruta ao
tratamento com 6% de C. Para analise da razdo isotépica (“C/*2C e >N/**N), expressa
em delta per mil (6%o), aos 42 dias de idade foram separadas ao acaso quatro aves (n =
4) por tratamento e coletado o musculo peitoral. Os tratamentos com adicdo de C + T e
o tratamento com inclusdo de V + T néo diferiram do tratamento controle. A levedura
ou a levedura com farelo de trigo em ragdes a base de milho e farelo de soja, pode
atrapalhar a rastreabilidade das farinhas de origem animal na alimentacéo de frangos de

corte.

Termos para indexacgdo: carbono-13, nitrogénio-15, ingrediente de origem animal, aves,

certificaco.
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Rations composition influence in traceability of animal meal using the stable
isotopes technique in broilers

ABSTRACT

This paper aims to verify if wheat meal (W) and sugar cane yeast (YY) inclusion
in broilers diet can interfere on the detection of meat and bones meal (M) and visceral
meal (V) using carbon and nitrogen stable isotopes technique in breast muscle
(Pectoralis major). Four hundred and eighty one-day-old male chicks (Cobb), were
randomly distributed on sixteen treatments (30 birds each), using a control diet (corn
and soybean meal basically) and all the others where composed by the possible
combinations of M, V, Y and W inclusion. Diets were standardized to be equivalent to
6% M treatment in crude protein. To isotopic ratio analysis (*C/**C e >N/*N) in delta
per mil (8%o), at 42 days of age were randomly sampled 4 broilers (n = 4) per treatment
to collect breast muscle (Pectoralis major). The treatments with addition of M + W and
the treatment with inclusion of VV + W didn’t differ of the control treatment. The yeast
or the yeast with wheat middling in diets with maize and soybean meal, can interfere in

the animal meal traceability of broiler feeding.

Indexing terms: carbon-13, nitrogen-15, animal origin ingredients, broiler, certification.
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Introducéo

Diante de tendéncias internacionais, onde o mercado imp0&e exigéncias cada vez
mais rigorosas a exportacdo de produtos brasileiros, a rastreabilidade torna-se
ferramenta relevante para assegurar produto de qualidade aos consumidores. Muitos
importadores da carne de frango brasileira, como a Unido Européia e o Oriente Médio,
exigem que as aves ndo recebam alimentacdo com ingredientes de origem animal e
promotores de crescimento (Bellaver et al., 2005), ocorrendo direcionamento para
producéo de animais alimentados com racgdes estritamente vegetais.

Em funcdo de problemas ocorridos nas ultimas décadas como a encefalopatia
espongiporme bovina (BSE), a preocupacdo com questfes relacionadas a organismos
geneticamente modificados (GMO), febre aftosa e influenza aviéria fez-se necessario o
desenvolvimento de um sistema que permita controlar toda a cadeia alimentar
(Regattieri et al., 2007).

Assim, foram adotadas medidas internacionais ligadas a manutencdo da
qualidade dos produtos de origem animal, a auséncia de residuos de substancias
quimicas nas ragdes; identificacdo, registro e a rotulagem da carne e produtos a base de
carne bovina (Comunidade Européia, 2000) e restricdo da utilizacdo de subprodutos de
origem animal em ra¢6es de animais da mesma espécie (Comunidade Européia, 2002).

De acordo com a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 1994), pela
norma NBR ISO 8402, rastreabilidade é definida como a habilidade de descrever a
historia, aplicacdo, processos ou eventos e localizagdo do produto a uma determinada
organizacdo por meios de registros e identificacdo. Porém, aplicada isoladamente nédo
traz seguranca ao produto nem ao processo, devendo assim, estar associada a outros
sistemas de controle de qualidade (lIba et al., 2003). Por isso, ha necessidade do
desenvolvimento de tecnologias independentes para a autenticacdo de carnes, de modo a
tranquilizar os consumidores, proteger designagdes regionais e assegurar competicao
justa (llbery et al., 2000).

Deste modo, pesquisas relacionadas a metodologias que permitam a certificagéo
de origem e qualidade de produtos de origem animal vém crescendo a cada ano (Hargin,
1996; Monin, 1998; Gonzales-Martin et al., 1999; Gonzalez-Martin et al., 2001;
Piasentier et al., 2003) e a técnica de is6topos estaveis, para rastrear o tipo de alimento

consumido pelo animal, é bastante apropriada.
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A deteccdo da presenca de produtos de origem animal na alimentacéo de frangos
de corte, como na de outras espécies animais, torna-se possivel considerando que a
assinatura isotopica da dieta é refletida no organismo dos animais, pois o animal é o que
consome isotopicamente, até + 2,0%o para 8-C e até + 3,0%o para 8°N, segundo
DeNiro & Epstein (1976, 1978).

A razdo isotépica do carbono em associacdo a do nitrogénio permite a
certificacdo da origem geogréafica e tipos de alimentacdo de ovinos (Piasentier et al.,
2003), caracterizacdo e diferenciacdo do regime dietético de suinos ibéricos (Gonzélez-
Martin et al., 1999) e a rastreabilidade de produtos de origem animal na dieta de frangos
de corte (Oliveira, 2005; Carrijo et al., 2006).

Com base no exposto, nota-se que o sistema de rastreabilidade & tema de
primordial relevancia e requer estudos mais aprofundados sobre seu desenvolvimento e
técnicas envolvidas. Assim, o presente trabalho teve como objetivo verificar se a
inclusdo de outros ingredientes, como o farelo de trigo e a levedura de cana-de-agucar
na dieta de frangos de corte, pode interferir na rastreabilidade da farinha de carne e
0ss0s bovina e da farinha de visceras de aves, pela técnica dos is6topos estaveis de

carbono e nitrogénio.
Material e Métodos

O experimento foi conduzido nas instalagfes do Laboratério de Nutricdo de
Aves da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP — Campus de
Botucatu no periodo de 13 de setembro a 24 de outubro de 2005. Foram utilizados 480
pintos de corte machos da linhagem Cobb, com um dia de idade, vacinados no
incubatdrio contra as doencas de Gumboro, Marek e Bouba Aviéria.

As aves foram alojadas em aviario tipo convencional, sendo distribuidas
aleatoriamente em 16 tratamentos com lotacdo de 30 aves/boxe, em uma densidade de
12 aves/m?, em 16 boxes de 2,5m? e 4 repeticdes por tratamento, sendo cada ave abatida
considerada uma repeticéo.

Inicialmente cada boxe continha um bebedouro tipo copo de pressdo para o
fornecimento de agua, e um comedouro tipo tubular inicial para o fornecimento da
racdo. Estes equipamentos foram substituidos gradativamente por bebedouro pendular e
comedouro tubular definitivos, um para cada boxe, respectivamente. O fornecimento de

agua e racdo foi ad libitum durante todo o periodo experimental. Para aquecimento
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inicial dos pintos, cada boxe foi equipado com uma campanula com lampada
infravermelha de 250 watts, que foi retirada no sétimo dia de idade dos pintos.

O controle da temperatura e ventilagdo ambiental foi feito manualmente pelo
manejo das cortinas laterais do galpdo. Um termémetro de maxima e minima foi
colocado na altura do piso da instalacdo para auxiliar no controle da temperatura interna
do galpdo. O programa de luz adotado foi constante com 24 horas de luz dirias
utilizando lampadas incandescentes.

As aves foram submetidas a dietas com base em milho e soja e poderiam conter:
farinha de carne e ossos bovina (C), farinha de visceras de aves (V), levedura de cana-

de-acucar (L) e farelo de trigo (T), conforme Tabela 1.

Tabela 1 - Identificagéo dos tratamentos experimentais.

Proteina Bruta, %

Tratamento Incluséo, %

C \Y L T
T1 Dieta controle a base de milho e farelo de soja - - - -
T2 6C 2,4 - - -
T3 43V - 2,4 - -
T4 6,7 L - - 2,4 -
T5 158T - - - 2,4
T6 3C+22V 12 1,2 - -
T7 3C+34L 1,2 - 1,2 -
T8 3C+79T 1,2 - - 1,2
T9 2C+23L+53T 0,8 - 08 0,8
T10 22V+34 L - 12 1,2 -
T11 22V+79T - 1,2 - 1,2
T12 1,4V+23L+53T - 08 08 08
T13 34L+79T - - 12 1,2
T14 2C+14V+23L 08 08 0,8 -
T15 2C+14V+53T 08 08 - 0,8
T16 15C+11V+17L+39T 06 06 06 0,6

O programa de arracoamento foi dividido em duas fases: inicial - 1 a 21 dias
(Tabela 2) e final - 22 a 42 dias (Tabela 3). As racdes foram elaboradas para serem
isoprotéicas e isoenergéticas, sendo formuladas a base de milho, farelo de soja, 6leo de
soja, fosfato bicalcico, calcario calcitico, sal comum, DL-metionina, L-lisina e
suplementos vitaminico e mineral, conforme adaptacGes das recomendacdes de
Rostagno et al. (2005). A inclusdo de levedura, farelo de trigo, farinha de visceras de
aves e farinha de carne e 0ssos bovina nas dietas foi padronizada para que estas fossem
equivalentes em proteina bruta ao tratamento T2, com 6% de farinha de carne e 0ssos

bovina.
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Para coleta das amostras, aos 42 dias de idade, foram retiradas aleatoriamente 4
aves (n = 4) por tratamento e identificadas individualmente em uma das patas por
anilhas numeradas. O abate foi realizado no abatedouro experimental da FMVZ,
UNESP - Botucatu, por meio de sangria, apos as aves serem atordoadas por choque
elétrico. Apés a evisceracdo, sem passar pelo chiller, as carcacas foram cortadas para
retirada do masculo peitoral (Pectoralis major).

Amostras de masculo peitoral foram coletadas retirando-se uma fatia de
aproximadamente 5 mm no sentido transversal do terco médio longitudinal do
Pectoralis major esquerdo. Devidamente identificadas e acondicionadas em sacos
plasticos, as amostras foram congeladas a -20°C para posteriores analises isotdpicas que
foram realizadas no Centro de Is6topos Estaveis do Instituto de Biociéncias, UNESP —
Botucatu.

Para a realizacdo das analises isotopicas, as amostras foram descongeladas,
lavadas em agua destilada e secas em estufa de ventilacdo forcada (Marconi — Ma 035),
a temperatura de 56°C por 48 horas. Apos este periodo, cada amostra foi colocada em
um tubo para que fosse moida, em moinho criogénico de nitrogénio liquido (Spex —
modelo 6700 freezer/Mill), a - 190°C por trés minutos (tecido) e cinco minutos (ragdes)
em freqUéncia maxima, para obter-se um material homogéneo e de finissima
granulometria, com aspecto microscopico (Licatti, 1997; Ducatti, 2004).

Foram pesadas em cépsulas de estanho, aproximadamente 50 a 60 pg e 500 a
600 ug de amostras para a determinacdo das razfes isotopicas do carbono e nitrogénio,
respectivamente. As capsulas foram introduzidas por meio de amostrador automatico no
analisador elementar (EA 1108 - CHN - Fisons Instruments, Rodano, Italia) no qual, em
presenca de oxigénio (Oy) e Oxido de cobre (CuO) a amostra foi queimada
quantitativamente para a obtencdo de CO, e NOy; este ultimo foi entdo reduzido a N, na
presenca de cobre. Os gases formados foram separados em coluna cromatogréafica
gasosa e analisados no espectrémetro de massas de razdes isotdpicas (Delta S - Finnigan
MAT, Bremen, Alemanha).

Os resultados das andlises foram expressos em delta per mil (6%o) relativos aos
padrdes internacionais Peedee Belemnite (PDB) para o “*C e nitrogénio do ar

atmosférico para >N, de acordo com a seguinte equacao geral:
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O X (amostra, padrao) = [(Ramostra — Rpadréo) / Rpadrao] X 1000
Onde:
d X = enriquecimento do is6topo mais pesado do elemento quimico X (C ou N) da
amostra em relacdo ao respectivo padrédo internacional.
R = razdo isotdpica entre o is6topo menos e 0 mais abundante, em particular **C/**C e
15N/14N.

Os resultados isotdpicos obtidos foram submetidos a analise multivariada de
variancia (MANOVA) com auxilio do procedimento GLM do programa estatistico SAS
(1996). A partir dos dados gerados pelas matrizes de erro, foram determinadas regides

com 95% de confianca para verificar as diferencas entre as médias dos tratamentos.

Resultados e Discussao

Os resultados das analises isotopicas (8*3C e 8™°N) das racdes utilizadas neste
estudo estdo contidos na Tabela 4. Foi possivel observar que as dietas, em um mesmo
tratamento, apresentaram enriquecimento nos valores de "°C e 8*°N das dietas iniciais
(1 a 21 dias) para as finais (22 a 42 dias). Este enriquecimento isotopico também foi
observado quando os tratamentos foram comparados ao tratamento vegetal, a ndo ser
pelos tratamentos T5, T8, T9, T11, T13 e T15 que se mostraram “empobrecidos” em
3C em relacdo a este tratamento. Este “empobrecimento” pode ter ocorrido devido &
inclusdo de farelo de trigo (8'3C = -26,65%0 e &°N = 4,47%0) nas dietas destes

tratamentos.
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Tabela - 4 Valores médios de 83C e 8'°N, e seus desvios-padréo, da racéo de frangos

de corte criados até os 42 dias de idade.

Racao inicial Racado final
Tratamentos* 3*C 8N 8C 3N
T1 -17,35 £0,09 1,57 £0,08 -17,01 £0,07 1,79 £0,10
T2 -16,24 £0,11 2,14 £0,20 -16,38 +0,14 2,38 +£0,08
T3 -16,58 +0,14 2,47 £0,07 -16,02 +0,08 2,60 £0,11
T4 -17,02 £0,08 2,33 £0,10 -16,13 0,09 2,58 +0,13
T5 -19,96 £0,20 1,64 +0,12 -19,18 £0,13 1,89 +0,10
T6 -16,03 +£0,12 2,03 £0,12 -16,19 +0,05 2,35 +£0,15
T7 -16,33 £0,15 2,09 £0,09 -15,71 +0,06 2,63 £0,06
T8 -18,11 +0,16 2,13 £0,11 -17,40 £0,19 2,23 +£0,08
T9 -18,10 £0,06 2,10 +£0,08 -17,04 £0,12 2,62 +0,06
T10 -16,85 £0,17 2,08 0,05 -16,03 £0,19 2,61 +£0,09
T11 -18,17 +0,20 2,06 £0,15 -17,23 +0,20 2,31 +£0,08
T12 -17,28 £0,14 1,90 £0,07 -16,65 0,06 2,37 £0,11
T13 -17,48 £0,14 1,93 +0,05 -16,57 £0,05 2,74 +£0,06
T14 -16,66 +0,10 2,35 £0,12 -16,02 +0,07 2,90 £0,10
T15 -17,92 £0,09 1,99 £0,04 -17,32 £0,05 2,65 £0,13
T16 -17,10 £0,07 1,92 +£0,04 -16,05 +0,09 2,71 +£0,13

*T1: Dieta controle a base de milho e farelo de soja; T2: 6% farinha de carne e 0ssos bovina; T3:
4,3% farinha de visceras de aves; T4: 6,7% levedura de cana-de-aclcar; T5: 15,8% farelo de
trigo; T6: 3% farinha de carne e 0ssos bovina + 2,2% farinha de visceras de aves; T7: 3% farinha
de carne e 0ssos bovina + 3,4% levedura de cana-de-aglcar; T8: 3% farinha de carne e 0ss0s
bovina + 7,9% farelo de trigo; T9: 2% farinha de carne e 0ssos bovina + 2,3% levedura de cana-
de-agucar + 5,3% farelo de trigo; T10: 2,2% farinha de visceras de aves + 3,4 % levedura de
cana-de-agUcar; T11: 2,2% farinha de visceras de aves + 7,9% farelo de trigo; T12: 1,4% farinha
de visceras de aves + 2,3% levedura de cana-de-aglcar + 5,3% farelo de trigo; T13: 3,4%
levedura de cana-de-agUcar + 7,9% farelo de trigo; T14: 2% farinha de carne e 0ssos bovina +
1,4% farinha de visceras de aves + 2,3% levedura de cana-de-acucar; T15: 2% farinha de carne e
0ss0s bovina + 1,4% farinha de visceras de aves + 5,3% farelo de trigo; T16: 1,5% farinha de
carne e 0ssos bovina + 1,1% farinha de visceras de aves + 1,7% levedura de cana-de-agucar +
3,9% farelo de trigo.
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O fato das rages finais serem mais energéticas e menos protéicas, em relacdo as
inicias, faz com que seja alterada a composicdo percentual dos ingredientes dentro da
mesma dieta, havendo maior quantidade de milho e menor quantidade de farelo de soja
nas racdes finais. Esta proporcéo pode tornar a dieta mais rica em **C, pois o milho,
uma planta do ciclo fotossintético C, possui valor isotépico 8*3C = -12,6%o enquanto a
soja, planta do ciclo fotossintético Cs, possui valor isotépico §°C = -27,6%.

Deste modo, a deteccdo da presenca de produtos de origem animal na
alimentacdo de frangos de corte, como na de outras espécies animais, torna-se possivel
considerando que a assinatura isotdpica da dieta € refletida no organismo dos animais,
pois 0 animal é o que consome isotopicamente, até + 2,0%o para 5-°C e até + 3,0%o para
8N, segundo DeNiro & Epstein (1976, 1978).

A levedura por possuir sinal isotépico 8*°C = -10,49 %o e "N = 4,36%o, quando
incluida na dieta também pode levar a um enriquecimento em carbono-13 e nitrogénio-
15, 0 mesmo ocorre com a inclusdo de farinha de visceras de aves (5°C = -16,28%o e
8N = 4,29%o) e farinha de carne e 0sso0s bovina (5°C = -12,82%. e 5'°N = 7,72%0) na
dieta de frangos de corte. Enriquecimento em carbono-13 e nitrogénio-15 quando
utilizado farinhas de origem animal na dieta de frangos de corte também foi observado
por Oliveira (2005) e Carrijo et al. (2006).

Do mesmo modo que o valor de §'*C, o 8'°N da racdo também varia, de acordo
com a composicao percentual dos ingredientes na dieta. O sinal isotépico do nitrogénio
das plantas varia dependendo de como ele é fixado por elas. A soja, por fixar o
nitrogénio do ar possui valor de 8N ao redor de uma unidade, préximo ao valor do
padréo N, (6"°N = 0,0 + 1,0%0) (Handley & Raven, 1992; Werner & Schimidt, 2002).
As plantas que ndo conseguem fixar o nitrogénio atmosférico dependem, em grande
parte, da abundancia deste isétopo no solo e da adubacdo (Choi et al., 2002). Quando o
nitrogénio é absorvido de matéria organica, o 8"°N é mais significativo, ao redor de 5%o.
Valores negativos de 8'°N sdo observados em solos com baixa proporcdo de matéria
organica, em particular solos secos e arenosos. Onde é adicionado esterco como
fertilizante natural, o fracionamento é alto, com &°N em torno de 10%o (Shibuya et al.,
2006).
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As médias encontradas para os sinais isotopicos (8*3C e §'°N) das amostras de
peito de cada tratamento, no final do periodo experimental (Tabela 5), foram
comparadas estatisticamente a media do tratamento controle, gerando regides com 95%

de confianca (Figuras 1 e 2).



de frangos de corte criados até os 42 dias de idade.

Musculo Pectoralis major

Tratamentos* 8C 3N
T1 -18,24 £0,12 2,06 £0,13
T2 -17,41 +0,15 294 £0,16
T3 -17,03 +£0,14 2,85 +£0,09
T4 -17,16 0,07 2,82 0,07
T5 -19,98 +0,08 2,39 +0,19
T6 -16,98 +0,10 2,77 +£0,09
T7 -16,69 =0,14 3,04 +£0,10
T8 -18,21 +0,09 2,77 £0,15
T9 -17,73 +£0,12 3,02 £0,16
T10 -16,85 0,06 298 =0,10
T11 -18,08 +0,11 2,72 £0,14
T12 -17,56 +0,09 2,55 +0,08
T13 -17,38 +0,12 3,05 £0,13
T14 -16,95 +0,15 3,09 £0,12
T15 -17,87 +0,20 2,89 £0,16
T16 -16,96 0,20 3,01 £0,11

*T1: Dieta controle a base de milho e farelo de soja; T2: 6% farinha de carne e
0ss0s bovina; T3: 4,3% farinha de visceras de aves; T4: 6,7% levedura de cana-
de-acucar; T5: 15,8% farelo de trigo; T6: 3% farinha de carne e 0ssos bovina +
2,2% farinha de visceras de aves; T7: 3% farinha de carne e 0ssos bovina + 3,4%
levedura de cana-de-aglcar; T8: 3% farinha de carne e o0ssos bovina + 7,9%
farelo de trigo; T9: 2% farinha de carne e 0ssos bovina + 2,3% levedura de cana-
de-agucar + 5,3% farelo de trigo; T10: 2,2% farinha de visceras de aves + 3,4 %
levedura de cana-de-agucar; T11: 2,2% farinha de visceras de aves + 7,9% farelo
de trigo; T12: 1,4% farinha de visceras de aves + 2,3% levedura de cana-de-
acucar + 5,3% farelo de trigo; T13: 3,4% levedura de cana-de-aglcar + 7,9%
farelo de trigo; T14: 2% farinha de carne e 0ssos bovina + 1,4% farinha de
visceras de aves + 2,3% levedura de cana-de-agUcar; T15: 2% farinha de carne e
0ssos bovina + 1,4% farinha de visceras de aves + 5,3% farelo de trigo; T16:
1,5% farinha de carne e 0ssos bovina + 1,1% farinha de visceras de aves + 1,7%
levedura de cana-de-agucar + 3,9% farelo de trigo.
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Tabela - 5 Valores médios de 8'°C e 8*°N, e seus desvios-padréo, do masculo peitoral
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Tratamentos

Diferenca entre médias de 8*°N

Diferenca entre médias de 5°C

.00 0,50 1,00 ' 250
-)

-2,50 -

Figura 1. Regibes de confianca formadas pela diferenca entre os valores isotdpicos de
83C e 8"°N de musculo Pectoralis major de frangos de corte aos 42 dias de
idade de cada tratamento quando comparados ao tratamento controle.
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Diferenca entre médias de 5°N

25

20

05

Diferenca entre médias de 5°C

Diferenga entre médias de 8°N

Diferenca entre médias de 5°C

-0,5 05 1 15 2 25

25 -15 05 05 1 15 2 25 25 15
05 05
15 15
20 20
25 25
Tratamento Tratamento

Diferenca entre médias de 5°N

254

2,04

054

60

Diferenca entre médias de 5"°C

254

2,04

Diferenga entre médias de 5°N

054

Diferenca entre médias de 5'°C

2,5

05 1 25 25 15 05 05 1 15 2 25
107 b |
15| 15
201 20
251 25
Tratamento Tratamento

Figura 2. Regibes de confianca formadas pela diferenca entre os valores isotopicos de
8"3C e 8"°N de musculo Pectoralis major de frangos de corte aos 42 dias de
idade de cada tratamento quando comparados ao tratamento controle.
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Os tratamentos comparados sdo diferentes quando a diferenca entre suas médias
de 5'°C e 5'°N forem diferentes de zero, e assim, a regido de confianca ndo sobrepor a
nenhum dos eixos do grafico. O fato da elipse sobrepor um dos eixos mostra que a
diferenca entre médias de 5°C e 8"°N dos tratamentos comparados é igual a zero, e
assim os tratamentos nédo diferem.

Sendo assim, observando as Figuras 1 e 2, é possivel notar que o tratamento com
adicéo de farinha de carne e ossos mais farelo de trigo (T8) e o tratamento com incluséo
de farinha de visceras mais farelo de trigo (T11) ndo diferem do tratamento controle,
pois suas elipses sobrepde ao eixo das diferencas de '°N. Essa sobreposicdo indica que
ndo ha diferenca para o carbono-13 entre esses tratamentos. Também é possivel
observar que todos os tratamentos tiveram diferenca entre as médias de 5N diferente
de zero, ocorrida pela inclusdo de diferentes ingredientes (levedura, farelo de trigo e
farinhas de origem animal) nas dietas, o que enriqueceu em 8N os tratamentos,
distanciando-os do valor da dieta controle, para este isétopo.

Os tratamentos T8 e T11 nédo diferiram do tratamento controle, possivelmente
devido a pouca inclusdo de farinha de carne e ossos bovina e farinha de visceras de
aves, respectivamente, visto que Oliveira (2005) e Carrijo (2006) somente detectaram a
presenca de farinhas de origem em frangos alimentados com dieta que continham mais
de 4% de inclusdo destas farinhas. Outro fato pode ter sido a incluséo de farelo de trigo
(83C = -26,65) na dieta destes tratamentos, que pode ter ocasionado esse
“empobrecimento” isotépico de §'3C, aproximando o sinal isotdpico destas dietas ao
sinal da dieta controle.

Nos demais tratamentos, foi possivel observar diferenca em relacdo ao
tratamento controle. Oliveira (2005) e Carrijo et al. (2006) também observaram
diferencas ao comparar tratamentos que continham farinha de visceras de aves e farinha
de carne e 0sso0s bovina com tratamentos com dieta padrdo a base de milho e farelo de
soja.

Entretanto, pelas figuras 1 e 2 é possivel notar que, na mesma regido onde se
encontram os tratamentos com inclusdo de farinha de visceras e farinha de carne e 0ssos
na dieta, também estdo o tratamento com inclusdo de levedura (T4) e o tratamento com
inclusdo de levedura e trigo (T13), que ndo possuem nenhuma destas farinhas em sua

composicao. Este comportamento pode ter ocorrido devido & presenca de levedura (5°C
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= -10,49 %o e 8N = 4,36%o) nas dietas destes tratamentos, ja que o sinal isotépico da
levedura se aproxima ao destas farinhas (visceras de aves 8°C = -16,28%o e 8°N =
4,29%o e farinha de carne e 0ssos bovina §"°C = -12,82%o e 8"°N = 7,72%o).

Este fato demonstra que a utilizacdo da técnica da razdo isotdpica dos is6topos
de carbono e nitrogénio na certificacdo de carcacas de frangos de corte pode ser
influenciada pela adicdo de outros ingredientes na dieta das aves, haja vista que neste
estudo a deteccdo de farinhas de origem animal na dieta de frangos de corte foi
interferida pela presenca de levedura e farelo de trigo nas dietas.

Sendo assim, é necesséria a realizacdo de outros estudos envolvendo diferentes
ingredientes na alimentacdo animal, onde possam ser observados seus sinais isotopicos
e 0 comportamento dessas assinaturas nos tecidos dos animais. Estes estudos podem ser
realizados com a utilizacdo de farinhas de origem animal comparado a levedura de
cana-de-acucar e ao farelo de trigo, porém em niveis praticos de utilizacdo, ou a outros

ingredientes.

Concluséao

Nas condi¢des do presente trabalho e através dos resultados obtidos, a inclusdo
de levedura ou da levedura com o farelo de trigo em ragdes a base de milho e farelo de
soja, pode confundir a rastreabilidade das farinhas de origem animal na alimentacao de

frangos de corte pela técnica dos is6topos estaveis.
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ImplicacOes

A rastreabilidade de farinhas de origem animal na alimentacdo de frangos de
frangos de corte, por meio da variacdo natural dos isotopos estaveis de carbono e
nitrogénio, se mostrou promissora, diante de estudos realizados por Oliveira (2005) e
Carrijo (2006). Estas pesquisas surgiram da necessidade de uma tecnologia
independente para a certificacdo de frangos de corte que ndo fossem alimentados com
produtos de origem animal, visto a exigéncia de mercados importadores dessas aves.

Porém novos estudos sao necessarios para contribuir com o desenvolvimento da
técnica dos isOtopos estaveis na rastreabilidade de farinhas de origem animal na
alimentacéo de frangos de corte.

Considerando o presente estudo, novos estudos sdo possiveis, como por
exemplo, utilizando-se nivel fixo de farinha de origem animal e diferentes niveis de
inclusdo de determinados ingredientes para verificar em quais proporcdes estes
ingredientes poderiam interferir na deteccdo desta farinha na alimentacdo das aves.
Avaliar o comportamento de outros ingredientes, além dos utilizados neste estudo
(levedura de cana-de-agucar e farelo de trigo) também seria interessante.

Para que a técnica fosse utilizada de modo pratico na industria como ferramenta
para a rastreabilidade, seria interessante que houvesse acompanhamento de todo
desenvolvimento do lote.

Como os ingredientes utilizados na confecgdo das racdes tém seus sinais de §*3C
e 8"°N variados de acordo com o lote de que provéem e da proporcéo utilizada na dieta,
duas racOes estritamente vegetais podem ter sinais diferentes. Assim, é interessante que
de um mesmo lote sejam coletadas amostras de racéo e de tecido animal, para que haja
maior certeza do histdrico alimentar das aves. E, se uma eventual inclusdo ou retirada de
farinha de origem animal ocorresse na dieta das aves, seria possivel detectar pela

utilizacdo da técnica dos isdtopos estaveis de carbono e nitrogénio no tecido das aves.
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