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CAPITULO 1



CONSIDERACOES INICIAIS

A demanda de carne bovina de qualidade no mercado mundial € crescente. A
possibilidade de que sejam atingidos novos e promissores mercados consumidores
tornar-se vidvel a modernizacdo dos sistemas de producdo e certificagdo dos mesmos
(FELICIO, 2001).

Diversidades climdticas, problemas sociais tais como questdes salariais e
avancgos nos meios de transportes, favorecem de certa forma o intercambio comercial de
alimentos (BONER e FORSTEL, 2004). Desta maneira, regidoes tradicionalmente
produtoras e com precos acessiveis ao mercado, se deslumbram com a possibilidade de
incrementarem suas exportagdes. Entretanto, estas vantagens comerciais s3o
neutralizadas por ocorréncias, como o caso do mal da vaca louca e febre aftosa.

Nesta ocasido, tem sido relevante a pressdo exercida por paises tidos como
desenvolvidos pela busca de informacdes claras sobre os fatores ligados aos sistemas
produtivos de herbivoros, especialmente sobre os alimentos fornecidos aos animais.
(PRACHE, 2009). Porém, barreiras sanitdrias por vezes sdo inadequadamente utilizadas
ou tem seu sentido maquiado, preconizando finalidades politicas-comerciais.

O Brasil na condi¢cao de maior produtor comercial de carne bovina do mundo
deve ter como obrigacdo ndo mais ser “refém” de marcos regulatério, quando estes
forem fundamentados basicamente em interesses econdmicos..

Assim, entidades comerciais e 6rgdos de pesquisas tém procurado desenvolver
metodologias confidveis, a fim de avaliar e certificar produtos, considerando, além de
aspectos sanitdrios e de bem estar animal, a origem alimentar dos animais.

Neste contexto, a técnica dos Isétopos Estdveis pode ser visualizada como uma
ferramenta visando a autenticidade dos alimentos, particularmente onde metodologias
analiticas convencionais ndo podem prever resultados totalmente seguros.

Os isétopos estdveis foram usados inicialmente em estudos geoldgicos e
arqueoldgicos. Atualmente existem mais que 2500 diferentes is6topos conhecidos em
110 elementos quimicos diferentes com 264 is6topos estaveis (CRISS, 1999). Na area
bioldgica e disciplinas afins, os principais elementos quimicos de interesse sdo 0s
bioelementos CHON’S, os quais fazem parte da estrutura de carboidratos, lipideos,

proteinas, aminodcidos, dcidos nucléicos (DNA, RNA).



Nas ultimas décadas, estdo sendo aplicados de forma crescente e continua em
pesquisas agricolas e ecoldgicas, bem como nos estudos de digestibilidade e
metabolismo humano e animal. Estas investigacdes demonstraram que as composicoes
isotopicas dos tecidos de animais dependem principalmente da alimentacdo, da dgua
ingerida e dos gases inalados. Associado a isto, os efeitos dos is6topos estio ligados aos

processos metabdlicos (KENNEDY & KROUSE, 1990).

Conceituacio dos Is6topos Estaveis

O termo is6topo vem do grego ISO (mesmo ou igual) e TOPOS (lugar),
referindo-se ao fato que sdo elementos que ocupam o mesmo lugar na tabela periddica.
Os is6topos sdo dtomos do mesmo elemento quimico, que possuem o mesmo nimero de
protons e diferentes nimeros de néutrons, consequentemente apresentando diferentes
massas. Por possuirem sua camada eletronica igual, ou seja, com 0 mesmo numero de
elétrons, pode-se dizer que os isétopos sdo elementos que apresentam as mesmas
propriedades quimicas (eletrosfera) e diferentes propriedades fisicas (ndcleo). A
expressdo “‘estavel” significa que ocorrem de maneira comum na natureza, podendo

entdo, serem utilizados sem riscos a saude e ao ambiente.
A nomenclatura isotépica se expressa por , X , na qual, X representa o elemento
quimico, A reflete o nimero de massa em unidades de massa atdomica e Z o nimero de

protons, de modo que A = Z+N, onde N representa o numero de néutrons.

O elemento quimico carbono, por exemplo, (Tabela 1), apresenta somente dois
isGtopos estdveis, '7Ce '7C, sendo que o Carbono-12 é o mais leve e o mais abundante

entre eles, e os dois diferem pela existéncia de um néutron a mais no nudcleo. As
moléculas isotépicas *CO, e *CO, ndo sdo diferenciadas pelas membranas biolégicas
de origem vegetal ou animal, ou seja, a pequena sutileza escondida no nicleo (néutron a
mais) nio é detectada, tornando o isétopo estdvel do Carbono-13 excelente tracador a
nivel de variacdo natural ou compostos enriquecidos, o que € extensivo para os demais
bioelementos.

Atualmente existem mais que 2500 diferentes isétopos conhecidos em 110

elementos quimicos diferentes com 264 is6topos estaveis (CRISS, 1999). Na drea



bioldgica e disciplinas afins, os principais elementos quimicos de interesse sdo 0s
bioelementos CHON’S, os quais fazem parte da estrutura de carboidratos, lipideos,
proteinas, aminodcidos, dcidos nucléicos (DNA, RNA).

Os is6topos estdveis dos bioelementos sdo analisados na forma gasosa por
espectrometria de massa de razdo isotopica (IRMS), no qual a amostra € analisada
contra um padrdo internacional especifico para cada elemento, com erro analitico da
ordem de 0,2%o (per mil), através da expressdo adimensional;

0 (amostra, padrao) = (r amostra — r padrao)/r padrao

Como os valores numéricos das diferencas entre as razdes isotOpicas (r) sao

pequenos, costuma-se multiplicar e dividir a expressdo por 1000, obtendo-se a

terminologia em delta per mil (6%o).

Isétopos de carbono

Os valores isotopicos do carbono-13 sdo expressos em termos do padrio
internacional, Peedee Belemnite (PDB). Segundo Friedman & O’neill (1977), o padrao
PDB ¢ aceito universalmente na comparagdo das composi¢des isotopicas do carbono.
Trata-se do carbonato sdlido de Belemnitela da era cretaceo, Belemnitela americana, da
formagdo Peedee da Carolina do Sul, empregado inicialmente como padrido por Craig
(1957). No Centro de Isétopos Estdveis Ambientais da UNESP/Botucatu € utilizado
como padrdo de trabalho (sub-padrdo), uma rocha carbonatada (marmore) com alta
pureza em calcita. A notacdo utilizada € em delta per mil da razdo isotépica do carbono-
13 do produto em relacdo ao padrdo internacional definido (DUCATTI et al., 1979).

A fonte primdria do carbono para as plantas terrestres ¢ o CO, atmosférico, o
qual tem valor de §13C de aproximadamente -7,7%0 (KENNEDY & KROUSE, 1990).
Esse carbono sofre discriminagdo isotépica ao longo do processo de fotossintese. O
termo discriminacdo isotdpica indica enriquecimento ou empobrecimento isotépico
relativo do produto em relag@o a fonte precursora.

De acordo com o ciclo fotossintético, as plantas podem ser classificadas, na sua
maioria, em dois grupos principais: plantas Cs (arroz, leguminosas, trigo, cevada,

hortalicas, beterraba, mandioca, algoddo, alfafa, soja, feijdo, frutiferas em geral,



gramineas temperadas, entre outros) € C4 (cana de agucar, milho, gramineas tropicais,
entre outras).

Em plantas C; o valor de 8'°C varia de -22 a -34 %o, € nas C4 este valor
encontra-se na faixa de -9 e -16 %o (VOGEL, 1993; BOUTTON, 1996). A diferenca
entre estes valores ocorre devido as distintas rotas bioquimicas na producido de
carboidratos, pois, plantas Cs; desde o estagio inicial (estomatos) até a formacdo dos
compostos de carbono incorporam mais '°C do que “C. Esta preferéncia ou
discriminacdo isotépica pelas moléculas '2CO,, isétopo estdvel leve, é muito maior nas
plantas C3 do que nas plantas C4. Logo, plantas C; sdo em média — 14,4%0 mais leves do
que plantas Cj.

O contraste existente na relacdo isotépica de “C/'°C das plantas de ciclo
fotossintético C; e C4 € que tem possibilitado estudos na drea de nutricdo e metabolismo
animal, utilizando como marcador o BC e sua concentracdo natural nos alimentos
(DUCATTI, 2007). Devido ao fato das plantas serem fonte de alimento aos animais, a
“impressdo digital isotopica” destas fontes serd refletida nos tecidos especificos dos
animais, ap0s certo tempo de metabolismo (DENIRO & EPSTEIN, 1978; GANNES et
al., 1998), possibilitando evidenciar as dietas a partir da anélise isotOpica nos tecidos
(DUCATTI, 2007).

O principal elemento considerado na andlise do diagnéstico alimentar € o
carbono. Entretanto, a complexidade na interpretacdo dos valores isotdpicos sobre as
possiveis fontes alimentares sugere a necessidade de complementagdo com outros

is6topos como o nitrogénio (FRY & SHERR, 1984).

Isétopos de nitrogénio

Para os isétopos estaveis do nitrogénio, o padrdo internacional é o nitrogénio do
ar atmosférico, o qual é considerado mistura isotopica homogénea na superficie
terrestre. Os valores isotépicos de nitrogé€nio-15 (®N) também sdo expressos, na
notacio delta per mil da razdo isotépica "N/"*N do produto em relacdo ao padrio
internacional.

Diferentemente do carbono, a razdo isotépica N/MN nas plantas ndo depende

do ciclo fotossintético realizado e sim, conforme o modo de fixacao. Entretanto, mesmo



a atmosfera sendo abundante em N», somente as plantas que possuem bactéria fixadora
de nitrogénio consegue fixa-lo do ar. As demais plantas o fixam através da incorporagdo
de compostos nitrogenados do solo. Na maioria das leguminosas, por realizar simbiose
com micorrizas, o valor de '°N varia ao redor de uma unidade, préximo ao padrio (°N
= 0,0 + 1,0%c) (HANDLEY & RAVEN, 1992; WERNER & SCHIMIDT, 2002). O "°N
das plantas que nao conseguem fixar o nitrogénio atmosférico € dependente, em grande
parte, da abundancia isotépica do solo e da variacdo causada pela adubacdo (CHOI et
al., 2002). Se absorvido da matéria orginica decomposta, o valor do 8N é mais
significativo, ao redor de 10%0 (SHIBUYA et al., 2006). Contrariamente, valores
negativos sdo observados em solos com baixa porcentagem de matéria orginica em
particular solos secos e arenosos, ou que sdo fertilizados com adubos industriais.
Conforme Yoneyama (1996), adubos nitrogenados utilizados na agricultura possuem
valores de enriquecimento relativo para PN proximo a 0%o, isto porque a fonte de
nitrogénio utilizada pelas industrias para a fabricacdo de adubo € o nitrogé€nio

atmosférico.

Isétopos de oxigénio

Para os is6topos estdveis de oxigé€nio, o padrdo internacional podem ser o V-
PDB ou V-SMOW (DUCATTIL, 2007).

Avaliacdes dos isétopos de Oxigénio sdo aplicadas em estudos que visam
determinar a caracterizacdo da origem geografica. Estudos ja realizados reportaram que
o contetdo de *O e *H na dgua consumida pelos animais, exibe estreita correlacio com
aqueles encontrados nos produtos animais, tais como leite, manteiga e queijo (MANCA
et al., 2001). Esta transferéncia isotdpica tem sido base para ecologistas na
determinagao do padrao migratorio de passaros (WASSENAAR & HOBSON, 2001).

Isto estd relacionado ao fato de tais is6topos estarem sujeito a processos de
fracionamento como evaporacdo, condensacdo e precipitagdo que estdo, todavia
atrelados a dependéncia da latitude. Pois, a evaporacdo das dguas do oceano reduz a
concentracdo dos is6topos pesados na dgua das nuvens comparadas com aquelas do
mar. Como as nuvens se movem em dire¢do ao continente e atingem latitude e altitude

superiores, ocorre redu¢do na temperatura que atrelada a novos eventos de evaporagao,



condensacdo e precipitacdo, ocasionam a supressdao dos valores isotOpicos na dgua das
chuvas (CRAIG, 1961).

Sendo assim, a dgua subterranea reflete as mudancas no gradiente isotépico
(DANSGAARD, 1964). Logo, a 4dgua ingerida pelos animais pode repercutir tal sinal
isotopico. Ainda, a composi¢do isotdpica do hidrogénio nos tecidos vegetais, reflete ndo
apenas a dgua absorvida, mas também € resultado dos efeitos resultantes da evaporagao,
difusdo durante a transpiracdo e troca isotdpica entre moléculas organicas e dgua da

planta (BARBOUT et al. 2005).

Analise dos is6topos estaveis x Discriminacao de dietas

Os isétopos estdveis ja vém sendo utilizados hé vérias décadas em estudos com
animais ruminantes. Isto se deve ao fato dos valores isotdpicos determinados terem
como base os alimentos assimilados e ndo apenas os alimentos ingeridos. Portanto,
permite a obtencdo de informacdes de dietas consumidas recentemente ou até mesmo
aquelas que foram fornecidas no periodo inicial da vida dos animais (HOBSON &
CLARK, 1992).

Ludlow et al. (1976) propuseram uma técnica para determinacao das proporc¢oes
de espécies de plantas C; e C4 na dieta dos animais. A técnica baseou-se no fato de que
no processo fotossintético, o BC do CO, atmosférico sofre discriminagdo isotopica em
relacdo ao total de carbono, quando integrado aos tecidos das plantas. No caso de
plantas que possuem a via fotossintética do &cido carboxilico (C4) a abundancia
isotépica do Be chega aproximadamente -12 a -14 %o enquanto que em plantas do ciclo
de Calvin (Cj3), os valores se situam proximos de -26 a -28 %o. Posteriormente,
Lourenco et al., 1984 estudaram o grau de seletividade da dieta em vacas leiteiras,
mantidas em pastos de graminea e leguminosa, através do 8'"°C determinado nas fezes,
leite e sangue. Piasentier et al., (2003), analisou além do isétopos BCcobBNe reportaram
que os valores para o PN, podem ter sofrido interferéncia em fungdo do tipo de solo,
possivel presenca de plantas leguminosas na dieta e ainda ser oriunda dos proprios

fatores metabodlicos do animal.



Analise dos is6topos estaveis x Autenticacao de produtos de origem animal

Bahar et al. (2005) com o intuito de testar a técnica dos isétopos no sistema de
rastreabilidade para autenticacdo de produtos de origem animal, estudaram as alteragcdes
na composi¢do dos isétopos estdveis de carbono e nitrogénio no musculo de bovinos.
Concluiram que a composi¢cdo desses is6topos no misculo estudado alterou
consideravelmente, devido a substituicdo da silagem de capim (Cj3) pela silagem de
milho (C4) na dieta de bovinos de corte. No entanto, o tecido muscular estudado
mostrou ndo ser adequado para mudangas curtas e recentes de dietas, pois os autores
verificaram que apds 167 dias de experimento, o furnover do tecido ndo tinha sido
completo, refletindo o 8'°C da antiga dieta.

Knobbe et al. (2006) estudaram as razdes isotdpicas de carbono e nitrogénio no
leite e urina de vacas sob diferentes regimes alimentares, e encontraram valores estaveis
do 8"C do leite e da urina 10 dias apo6s o inicio da mudancga de dieta de C4/C; para Cs,
Ap6s mudanga da alimentacdo de C; para C4/Cs, os valores de §"C foram alcancados
em 6 dias.

Estes estudos comprovam que a escolha do tecido ou 6rgao animal no estudo de
para autenticacio de produtos, influencia nas conclusdes sobre a dieta, pois tecidos com
répido metabolismo indicam dietas recentes, enquanto aqueles com taxa de substitui¢ao
lenta indicam alimentos ingeridos anteriormente.

A técnica dos is6topos também pode ser utilizada em processos de autenticagdao
e certificacdo do leite, como um complemento para os processos de certificacdo ja
existentes.

Molkentin (2009) estudou a associacdo do isétopo de carbono e do 4cido o-
Linolénico presentes na gordura do leite, para verificar sua aplicabilidade como
indicadores na autenticag¢do do leite organico na Alemanha. A principio os valores para
a identificacdo do leite organico alemdo foram estabelecidos, para assim, delimitar
quase todas as amostras de leite convencional. Pelos resultados obtidos, o autor
conseguiu diferenciar o leite organico alemdo do convencional. Haja vista, que o leite
organico produzido na Alemanha € proveniente de animais cuja dieta é baseada em
forrageiras do ciclo fotossintético C;. Assim, o fornecimento de milho (C4) foi o que

possibilitou diferenciar o leite organico do convencional.



Porém, se esta mesma pesquisa fosse executada nas condi¢Oes brasileiras,
provavelmente ndo haveria diferenga para o sinal isotopico do elemento Carbono, entre
leite organico e convencional. Pois, a grande maioria das forrageiras cultivadas no
Brasil, realiza a via C4 em seu ciclo fotossintético.

A andlise da razdo isotopica de apenas um elemento, pode ndo ser suficiente
para fornecer informacdo inequivoca sobre atribui¢des ou caracteristicas de determinado
produto. Entretanto, andlises combinadas, ou seja, utilizando mais de um elemento,
podem incrementar ou até mesmo promover link entre informagdes, afim de promover

melhor entendimento sobre o objeto em estudo.

Isdtopos estaveis x Origem geografica

Se por um lado, as andlises dos elementos estdveis carbono e nitrogénio t€m
permitido determinar a dieta dos animais, por outro, a andlise conjunta com 0s is6topos
de oxigénio e hidrogénio nos tecidos pode prover indicacdo da origem geogréfica dos
animais. Para estes dltimos elementos, dados de estudos com bovinos evidenciaram que
a variacao na composicdo nos tecidos ocorreu de forma similar aquela encontrada na
agua consumida pelos animais.

Alguns pontos, por exemplo, tempos de turnover metabdlico no tecido ou até
mesmo a movimentacdo de animais antes do abate podem ser considerados
(SCHWAGELE, 2005).

Contudo, hd uma série de publicacdes (Tabela 2) especificas relativas a
identificacdo de origem geografica e regime de producdo de carnes, utilizando a andlise
de is6topos de elementos multiplos (KELLY et al., 2005).

Ainda, a andlise dos is6topos foi utilizada por Schmidt et al. (2005) em pesquisa
que possibilitou distinguir bovinos criados em paises da Europa e América, produtos
lacteos produzidos em diferentes regides da Austrdlia (CRITENDEN et al., 2007) e a
origem geogréfica da carne distribuida no Japao (NAKASHITA et al., 2008).

A possibilidade de escolha de um produto, tendo como base sua identificacao
geografica, animais de ragas com caracteristicas apreciadas ou sistemas de producgdo

com tipo de alimentagdo peculiar, pode servir como interessante estratégia comercial.
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Contudo, sdo poucos e incipientes os trabalhos nacionais avaliando a aplicagado
da metodologia dos is6topos estdveis com foco na nutricdo animal. Ainda, os estudos
existentes utilizaram animais nao ruminantes (suinos e aves). Vale destacar que o Brasil
tem lideranca de maior produtor comercial e exportador de carne bovina no mundo.

Portanto, pesquisas direcionadas a Nutri¢do e Produ¢do de Ruminantes assumem
extrema relevancia, afim de melhor compreender e proporcionar suporte de cunho
cientifico ao sistema de rastreabilidade implantando no pais. Além disto, avaliar a real
contribuicdo da metodologia dos Isétopos Estdveis nas condi¢des tropicais, a qual se
insere o Brasil.

Para tanto, o CAPITULO 2, intitulado “Diferenciacdo de sistemas de produgdo
por meio de sangue e plasma de bovinos de corte pela na anélise dos is6topos estaveis”
redigido conforme as normas exigidas pela Revista Journal Animal Science, teve como
objetivo avaliar o potencial e viabilidade metodoldgica da andlise de is6topos estaveis
de *c/™C, PN/MN e "®0/'°0 no sangue e plasma de bovinos de corte criados em
diferentes sistemas de produgdo no Brasil.

Ainda, no CAPITULO 3, intitulado “Diferenciacio de sistemas de producéo por
meio de andlise de musculos de bovinos de corte pela técnica dos isotopos estaveis”
redigido conforme as normas exigidas pela Revista Jornal Animal Science, teve como
objetivo avaliar o potencial e viabilidade metodoldgica da andlise de is6topos estaveis
de 13C/12C, BN/MN e "®0/'°0 no misculo de bovinos de corte criados em diferentes

sistemas de produc¢do no Brasil.
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DIFERENCIACAO DE SISTEMAS DE PRODUCAO DE BOVINOS DE
CORTE PELA TECNICA DOS ISOTOPOS ESTAVEIS: SANGUE E
PLASMA

Resumo

Avaliou-se o potencial e viabilidade metodoldgica da andlise de isétopos
estaveis de °C/"*C, PN/"N e '®0/'°0 no sangue e plasma de bovinos de corte criados
em diferentes sistemas de producdo no Brasil. Os tratamentos consistiram em trés
sistemas de alimentacdo de bovinos de corte, sendo: em pasto (PA), em sistema de
confinamento de animais recriados (CAR) e confinamento de animais desmamados
(CAD). Foram utilizados para andlise do plasma 16 bovinos, sendo 6 do PA, 4 do CAR
e 6 do CAD. Ja para andlise do sangue foram utilizados 14 bovinos, sendo 4 do PA, 5
do CAR e 5 do CAD. Para o sangue e também para o plasma, houve distin¢do para
todos sistemas avaliados assumindo maior representatividade na separagdo o elemento
Carbono. Para andlise da diferenciacdo entre os sistemas avaliados, é fundamental a
participacdo dos 3 elementos: Carbono, Nitrogénio e Oxigénio. Para andlise isotdpica
visando a caracterizag¢do dos sistemas de produgdo, recomenda-se o sangue como tecido

a ser utilizado.

Palavras-chave: Animais recriados, animais desmamados, pasto, carbono, nitrogénio,

oxigénio
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BEEF CATTLE PRODUCTION SYSTEMS DIFFERENTIATION BY
STABLE ISOTOPES TECHNIQUE: BLOOD AND PLASMA

Abstract

It was evaluated the potential application of stable isotopes methodology of
By 12C, BN/MN e 0/'0 in blood and plasma of beef cattle raised under three different
production systems in Brazil. Treatments consisted of production systems: pasture (PA),
yearling feedlot (CAR), and fed calves feedlot (CAD). For plasma, it was utilized a total
of 16 samples (6 of PA, 4 of CAR and 6 of CAD). In addition, for blood it was used 14
samples (4 of PA, 5 of CAR and 5 of CAD). In both types of tissue it was possible to
observe production systems differentiation, assuming greater representatively separation
of Carbon element. For differentiation of production systems it is highly recommended
the inclusion of Carbon, Nitrogen and Oxygen in the analysis. Based on the results, it is
recommended to analyze blood for production systems differentiation by stable isotope

technique.

Keywords: Backgrounded animals, weaned animals, pasture, carbon, nitrogen, oxygen
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INTRODUCAO

Regides tradicionalmente produtoras de carne bovina e com pregos acessiveis ao
mercado visam a possibilidade de incrementarem suas exportacdes. Simultaneamente,
tem sido relevante a pressdo exercida por informagdes claras sobre os fatores ligados
aos sistemas produtivos de herbivoros, especialmente sobre os alimentos fornecidos aos
animais. (PRACHE, 2009).

Neste contexto, a técnica dos Isétopos Estdveis pode ser concebida como uma
ferramenta visando a rastreabilidade bovina, particularmente onde metodologias
analiticas convencionais ndo podem prever resultados totalmente seguros (BAHAR et
al., 2005). O termo isétopo vem do grego ISO (mesmo ou igual) e TOPOS (lugar),
referindo-se ao fato que sdo elementos que ocupam o mesmo lugar na tabela periddica.
Os is6topos sdo dtomos do mesmo elemento quimico, que possuem 0 mesmo nimero de
protons, mas que diferem em seu ndmero de néutrons, consequentemente apresentando
diferentes massas (KENNEDY e KROUSE, 1990). Por possuirem sua camada
eletronica igual, ou seja, com o mesmo ndmero de elétrons, os is6topos sdo elementos
que apresentam as mesmas propriedades quimicas e diferentes propriedades fisicas, o
que permite que sejam utilizados como tragadores naturais em pesquisas. A expressao
estdvel significa que ndo emitem radiacdo. Ademais, os is6topos estdveis ocorrem
naturalmente, podendo servir como marcadores internos em processos dietéticos.

Os is6topos estdveis do carbono, nitrogénio e oxigénio ocorrem naturalmente na
biosfera. Cada elemento apresenta um isétopo estdvel leve dominante: carbono-12 (?0),
oxigénio-16 ('°0) e nitrogénio-14 (**N), e um ou dois isétopos estiveis pesados:
carbono-13 (13C), oxigénio-17 (170), oxigénio-18 (180) e nitrogénio-15 (ISN)
(KENNEDY e KROUSE, 1990).

Devido ao fato das plantas serem fonte de alimento, a “impressdo digital
isotopica” destas fontes serd refletida nos tecidos especificos dos animais, apds certo
tempo de metabolismo (DENIRO e EPSTEIN, 1978; GANNES et al.,, 1998),
possibilitando caracterizar dietas a partir da andlise isotdpica nos tecidos.

O principal elemento considerado na andlise do diagnostico alimentar é o

carbono, contudo a complexidade na interpretacio dos valores isotOpicos sobre as



19

possiveis fontes alimentares sugere a necessidade de complementagdo com outros
1s6topos como o nitrogénio (FRY e SHERR, 1984).

Sdo poucos e incipientes os trabalhos realizados sob condigdes tropicais
avaliando a aplicacdo da metodologia dos isétopos estdveis com foco na nutricdo
animal. Ainda, os estudos existentes utilizaram animais nao ruminantes (suinos e aves).

Considerando que o Brasil tem lideranga de maior produtor comercial e
exportador de carne bovina no mundo, pesquisas direcionadas a bovinocultura sdo de
extrema relevancia. Além disto, avaliar a real contribui¢do da metodologia dos Isétopos
Estaveis nas condicdes tropicais, a qual se insere o Brasil.

Com o presente estudo, objetiva-se avaliar o potencial e viabilidade
metodoldgica da andlise de isGtopos estdveis de *C/"*C, "N/"N e 180/'°0 no sangue e

plasma de bovinos de corte criados em diferentes sistemas de producao.

MATERIAL E METODOS

Descricao dos animais e das fazendas de origem

Os tratamentos consistiram em trés sistemas de alimentacdo de bovinos de corte,
sendo: em pasto (PA), em sistema de confinamento de animais recriados (CAR) e
confinamento de animais desmamados (CAD).

Foram utilizados para andlise do plasma 16 bovinos, sendo 6 do PA, 4 do CAR e
6 do CAD. J4 para andlise do sangue foram utilizados 14 bovinos, sendo 4 do PA, 5 do
CAR e 5 do CAD.

Os animais provindos do sistema PA eram anelorados e ndo castrados. Foram
mantidos durante toda a vida em pastagem formada pelo capim Brachiaria brizantha.
As fontes de dgua que serviam de bebedouro aos animais eram rios que cortavam a
fazenda, sendo que ndo havia nenhuma represa artificial. Com relagdo a forrageira,
nunca houve qualquer tipo de fertilizacdo. Os animais foram abatidos com média de 36
meses de idade e 500 kg de peso médio.

No sistema em CAR, os bovinos também eram anelorados e ndo castrados. A
forrageira ndo recebia fertilizagdo com adubos quimicos a pelo menos trés anos. Os

animais ingeriam dgua diretamente de rios e também de represas artificiais existentes na
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fazenda. Durante esta fase de recria os animais ndo receberam nenhum tipo de
suplementagdo alimentar, sendo a dieta constituida exclusivamente pelo capim
Brachiaria decumbens cv. basilisk. Os animais chegaram ao confinamento experimental
com aproximadamente 360 quilos e 20 meses de idade. A fase de terminacao ocorreu no
Confinamento Experimental de Bovinos de Corte da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, localizada na cidade de Botucatu/SP. Este periodo foi de 04/08/2010 a
26/10/2010, totalizando 84 dias.

Para o sistema CAD, bezerros mesticos Limousin-nelore ndo castrados foram
mantidos em pastagem de capim-Pangola (Digitaria decumbens), comumente conhecida
como capim Pangola. Havia a prética de fertilizacdo com adubos de origem industrial
nas areas cultivadas com a graminea. Além de consumirem forragem, estes animais a
partir dos 60 dias de idade, passaram a receber suplementacdo no creep-feeding. Os
bovinos chegaram ao confinamento com aproximadamente 240 quilos de peso vivo e 8
meses de idade. O periodo de confinamento foi de 150 dias. A fase de terminacdo foi
conduzida no mesmo local que foram confinados os animais do sistema em
Confinamento.

Na Tabela 1, sdo descritas as coordenadas geograficas onde os animais dos

sistemas de producao foram criados.

Tabela 1. Coordenadas geograficas das fazendas e do confinamento experimental

CAR PA CAD Configamento
Experimental
Municipio Regindpolis/SP Altamira/PA Iguape/SP Botucatu/SP
Altitude (m) 478 215 12 782
Longitude 21°53°41.70” 06°33°20,29” 24°45'42.71” 22°51°05.40”
Latitude 49°07°44.71” 54°56°30.13” 47° 46,42 48°25°26.19”

Dietas, manejo e cuidado com os animais

Na Tabela 2 segue os valores isotopicos dos ingredientes que foram utilizados

nas dietas experimentais.
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Tabela 2. Valores isotépicos dos ingredientes utilizados nas dietas experimentais

SPN S13C 5180
Bagaco-de-cana in natura 3,77 -14,12 6,22
Polpa citrica 4,9 -28,03 22,54
Farelo de amendoim 1,05 -25,56 18,05
Farelo de arroz 7,01 -31,92 20,20
Milho seco moido 4,83 -15,02 25,20
Silagem de grao imido de milho 3,85 -13,30 24,41
Torta de algodao 3,58 -27,33 24,66
Uréia 0,38 -44,10 21,51
Niicleo vitaminico-mineral’ 1,54 -3,40 24,81
Niicleo vitaminico-mineral® 0,98 -24,37 19,02
Suplemento Creep3 0,64 -20,11 21,85
Brachiaria decumbens cv. 3,32 -14,24 24,15
basilisk

Digitaria decumbens 5,47 -13,7 21,88
Brachiaria brizantha cv. 6,6 -14,41 20,47
marandu

Feno de Coast cross 3,31 -15,3 11,89

"Niticleo vitaminico-mineral do CAR; Nicleo vitaminico-mineral do CAD; 3Suplemento ofertado para os
animais do CAD na fase antes do desmame.

Durante todo o ciclo de vida dos animais do sistema PA, a forragem consumida
foi Brachiaria brizantha cv. marandu. Este grupo de animais nunca recebeu qualquer
outra fonte alimento, a ndo ser, suplemento vitaminico e mineral.

Nos animais do sistema CAR, a fase pré-experimental de terminacao
(processamento) foi de 15 dias, para vacina¢do e desvermifugacdo e adaptacdo a
instalacdo do confinamento. Nesse periodo, os animais foram alimentados com feno de
Coast cross, farelo de amendoim e nicleo mineral. A dieta de terminagdo foi composta
por feno triturado de Cynodon dactylon cv. coast cross, bagaco de cana-de-aguicar in
natura, silagem de graos umidos de milho, polpa citrica, farelo de amendoim, torta de
algodao, uréia e suplemento vitaminico e mineral.

Na Tabela 3, estdo descritas informagdes sobre as dietas dos trés sistemas de
producdo.

Para os animais do sistema CAD, os cuidados na fase pré-experimental de
terminacdo foram os mesmos do grupo anterior. Entretanto, o periodo de adaptagdo foi

mais longo, 40 dias. Apesar de propor¢des diferentes, tanto a dieta de adaptacdo como a
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de termina¢do eram compostas pelos mesmos ingredientes, sendo: bagaco de cana-de-
acucar in natura, milho grao inteiro, farelo de arroz, farelo de amendoim, polpa citrica e

ndcleo mineral.

Amostragem, procedimentos e analises isotopicas

Durante o regime de pastejo, para os trés sistemas de alimenta¢do, houve
amostragem da forragem via simulagdo manual de pastejo. Além disso, no periodo de
confinamento, as dietas foram amostradas semanalmente para posterior andlise
i1sotdpica.

A coleta de sangue dos animais CAR e CAD foram realizadas no dia anterior
em que os animais foram para o frigorifico. J4, para os animais do sistema PA em
pasto, a coleta aconteceu na linha de sangria do frigorifico. As coletas de sangue foram
efetuadas diretamente da veia jugular utilizando agulha acoplada a um vacutainer,
contendo EDTA como anticoagulante. Em seguida, para retirada do plasma, o sangue
passou pelo processo de centrifugacdo a 5000 rpm por 5 minutos.

Todas as amostras foram identificadas e refrigeradas a -18°C até posterior
mensuragdo isotopica. Posteriormente, as amostras de sangue foram liofilizadas em
aparelho Micromodulyo-115 (Edwardsvacuun®). Primeiramente as amostras foram
congeladas em freezer -80°C, por 15 minutos, posteriormente ocorre descompressao por
15 minutos. Na liofilizacdo as amostras sdo secas 4 vicuo a -55°C e pressdo de em torno
30 uHg por 24 horas.

Para a realizacdo das andlises isotOpicas, o plasma e sangue liofilizado foram
colocados em cdpsulas de estanho (Smm x 3mm) e pesados (50-70 pg) em balanca
analitica de alta sensibilidade, com precisdo de seis casas decimais.

Apds a pesagem as cdpsulas foram introduzidas, por meio de um amostrador
automatico no analisador elemental, Flash 2000 Organic Elemental Analyzer EA for
IRMS. Os gases resultantes (H,, N, e CO) formados foram separados em coluna
cromatografica gasosa e analisados no espectrdmetro de massa de razdes isotopicas

(Delta V Advantage Isotope Ratio MS, Thermo Scientific, Alemanha).
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Os valores foram expressos em 6 contra o padrdo internacional (Vienna-Pee Dee
Belemnite para 8'°C, Ar atmosférico para 8N, Vienna — Standar Mean Ocean Water

para 8'%0.
Analise estatistica

Realizou-se andlise multivariada de multi-elementos (carbono, nitrogénio e
oxigénio) para avaliar a possibilidade de diferenciacdo dos sistemas de producdo. Foi

utilizado o programa estatistico Minitab, versdo 16.0 (MINITAB®, 2010).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o plasma, e possivel observar que todos os sistemas de produgdo foram
distintos (Figura 1). A separagdo ocorreu principalmente pelo Fator 1, que explica 84%
das variacdes no grafico. Dentro de cada fator, a separacdo dos sistemas é mais
influenciada pelo elemento que possui o maior coeficiente de escore. No que diz
respeito ao Fator 1, o elemento dominante na separacdo foi o Carbono com escore de
coeficiente de 1,447 e com menor representatividade (0,618) para o Oxigénio (Tabela

4). Ja o Fator 2, apresenta pequena participacao na separacao dos sistemas.
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Figura 1. Andlise discriminante para diferenciacdo dos sistemas de producdo de
bovinos de corte pelos is6topos estiaveis de Carbono, Nitrogénio e Oxigénio

no plasma.
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Tabela 4. Coeficiente de escores da andlise de fatores para o plasma de bovinos em

diferentes sistemas de alimentagdo

Plasma
Variavel Fator 1 Fator 2
Carbono 1,447 0,250
Nitrogénio 0,078 0,468
Oxigénio 0,618 1,460
% V ar 0,886 0,094

Para o sangue pode-se observar na Figura 2, que houve distingdo para os
sistemas avaliados. Considerando o Fator 1 (Tabela 5), verificou-se maiores valores de
escores para o elemento Carbono. Para o Fator 2, o elemento mais representativo foi o
Oxigénio. Contudo, o Fator 2 apresenta pequena participacdo dentro da variacdo

explicada no grafico.
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Figura 2. Andlise discriminante para diferenciacdo dos sistemas de producdo de
bovinos de corte pelos isétopos estdveis de Carbono, Nitrogénio e Oxigénio

no sangue.



26

Tabela 5. Coeficiente de escores da andlise de fatores para o sangue de bovinos em

diferentes sistemas de alimentagdo

Sangue
Variavel Fator 1 Fator 2
Carbono 1,384 0,271
Nitrogénio 0,431 0,723
Oxigénio 0,234 1,664
% Var 0,839 0,116

A explanacdo do elemento Carbono, tanto para o plasma como para o sangue,
pode ser dada da seguinte maneira: no sistema de producdo PA, os animais foram
alimentados exclusivamente com Brachiaria brizantha cv. Marandu e suplemento
vitaminico-mineral, entretanto, no sistema em CAR e CAD ocorreram mudangas nas
dietas ofertadas aos animais.

No caso do sistema CAR, houve trés dietas, cada uma com sinal isotdpico
especifico. Na fase de recria ou até os 360 kg de peso vivo, os animais consumiram
forragem com §"°C de -14,24%o. Posteriormente, foram arracoados com duas outras
dietas, uma por 15 dias com 8'3C de -17,14%o e a outra com -18,85%0 por 84 dias.

Para o sistema CAD, na fase que antecedeu o confinamento, ou seja, durante a
fase de cria, os animais se alimentavam de forragem de capim Digitaria decumbens com
813C de -13,70%0 e suplemento com sinal de -20,11%o¢. Além disso, os bezerros ingeriam
leite, que apesar do sinal isotopico ndo ter sido mensurado, acredita-se que seja proximo
ao valor da forragem. Ainda, no periodo de confinamento, para estes mesmos animais
foram ofertadas duas dietas, sendo uma para atender as exigéncias na fase de
crescimento com 8'°C de -22,18%o por 40 dias e outra de terminacao, durante 110 dias
com §"C de -23,07%o (Tabela 2).

Na Tabela 6 podem ser observados os valores médios para os elementos

Carbono, nitrogénio e oxigénio no sangue e plasma.
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Tabela 6. Valores médios e erro padrdo da média de 5"°C, §"°N e 8'®0 para sangue e

plasma de bovinos de corte criados em diferentes sistemas de producao

Carbono Nitrogénio Oxigénio
Superprecoce
Sangue -19,57+0,11 6,12+0,05 11,02+0,08
Plasma -18,14+0,20 6,99+0,12 10,52+0,21
Confinamento
Sangue -15,45+0,21 5,34+0,04 10,92+0,06
Plasma -16,45+0,13 6,54+0,21 10,00+0,38
Pasto
Sangue -12,04+0,11 12,03+0,42 12,55+0,34
Plasma -11,75%0,10 13,18+0,19 12,37+0,38

Em sintese, a diferenciacdo entre os sistemas de producdo de bovinos de corte
tanto para o plasma como para o sangue tendo como base o elemento Carbono, foi
propiciada pela faixa considerdvel de distancia entre os valores isotpicos das dietas e
tempo de alimentacdo. Deve-se atentar ao fato que para o sistema de confinamento de
animais desmamados permaneceram confinados 66 dias a mais que 0s animais
confinados desde a recria. Ainda, além desse maior ndmero de dias de confinamento,
havia cerca de 4%o de diferenca entre as dietas finais para os animais destes sistemas.
No mais, ressalta-se que o valor de 8'C do capim do PA foi de -14,41, tendo diferenca
de 4,44 e 8,66%0 em relagado a dieta do CAR e CAD.

Ademais, a soma de outros fatores inerentes a diferencas na composi¢do
bioquimica, digestibilidade dos ingredientes podem levar a uma preferencial
assimilacdo por certos nutrientes. No mais, o tempo de turnover pode ter corroborado
pela separacdo dos sistemas.

Para o elemento Nitrogénio, o sinal isotépico da forragem PA foi superior ao dos
outros sistemas, decorrente da presenca relevante de matéria organica da regido onde
esses animais foram criados, ver Tabela 1. No caso, a drea especifica da fazenda ha
poucos anos era constituida de mata fechada que foi desmatada para implantacdo do

capim. Nunca houve adubacdo de origem industrial nessa drea.O valor de 8'"°N dessa



28

forrageira foi de 13,8%o, valor distante do encontrado para CAR e CAD, de 3,89 e
4,52%¢. Contudo deve ser bem entendido que os animais do PA eram criados na regido
do municipio de Altamira, estado do Pard. Bovinos criados também num PA, porém de
outra regido ou outro estado do Brasil, pode ndo apresentar os mesmos valores
isotépicos para 3'°N.

J4 as areas de pastagens onde os animais do sisttma em Confinamento e
Superprecoce estavam sendo mantidos, sdo consideradas pobres em matéria organica
devido aos muitos anos sucessivos de cultivo e ja foram submetidas a adubacado
nitrogenada industrial.

Os valores de 5"°N podem ter sofrido interferéncia em fun¢do do tipo de solo,
intensidade de tratos culturais ou aplicacdo de fertilizantes industriais e presenga de
plantas leguminosas na dieta. Ainda, ser oriunda dos préprios fatores metabdlicos do
animal, pois, as condicdes ambientais e fisiologicas podem ocasionar variabilidade na
composi¢do do N isotépico dentro de uma mesma populagdo (BAHAR et al. 2005),
especialmente em ruminantes (TIESZEN, 1991).

Para andlise da diferenciacdo entre os sistemas avaliados, é fundamental a
participacao dos 3 elementos: Carbono, Nitrogénio e Oxigénio.

Devido ao fato do plasma e sangue terem apresentado separacdo dos trés
sistemas, a escolha acaba sendo de ordem pratica, de facilidade nos procedimentos de

preparo das amostras.
CONCLUSOES

Para a diferenciacdo dos sistemas de producdo de bovinos de corte utilizando a
técnica dos is6topos estdveis, recomenda-se o sangue como tecido a ser avaliado.
Para andlise da diferenciacdo entre os sistemas avaliados, é fundamental a

participacdo dos 3 elementos: Carbono, Nitrogénio e Oxigénio.
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DIFERENCIACAO DE SISTEMAS DE PRODUCAO DE BOVINOS DE
CORTE TECNICA DOS ISOTOPOS ESTAVEIS

Resumo

Avaliou-se o potencial e viabilidade metodolégica da andlise de isétopos
estaveis de 13C/12C, BN/MN e 0/'%0 no misculo de bovinos (M. Trapezius cervicis,
M. Longissimus dorsi e M. Semitendinosus) de bovinos de corte (com e sem extracao)
criados em diferentes sistemas de producdo no Brasil. Os tratamentos consistiram em
trés sistemas de alimentacdo de bovinos de corte, sendo: em pasto (PA), em sistema de
confinamento de animais recriados (CAR) e confinamento de animais desmamados
(CAD). Ao total, foram utilizados 45 bovinos, sendo que para cada sistema utilizou-se
15 bovinos machos. Para diferenciacdo dos sistemas de produgdo de bovinos de corte
utilizando a técnica dos i1s6topos estaveis, recomenda-se o Contrafilé ou o Lagarto sem
extragdo de lipideos. Para anélise isotopica com o objetivo de diferenciar os sistemas de
producdo, os trés elementos devem ser analisados e considerados na andlise dos dados.
A diferenciacdo dos sistemas de producao de bovinos de corte pela técnica dos is6topos
estdveis deve ser visualizada com cautela, em funcdo do tempo de confinamento e
também do sinal isotépico das dietas que podem ser diferentes de acordo com os

alimentos utilizados.

Palavras-chave: pasto, bovinos recriados, bovinos desmamados, M. Trapezius cervicis,

M. Longissimus dorsi e M. Semitendinosus
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BEEF CATTLE PRODUCTION SYSTEMS DIFFERENTIATION BY STABLE
ISOTOPES TECHNIQUE

Abstract

It was evaluated the potential application of stable isotopes methodology of
13’C/IZC, BN/MN e "0/'%0 on beef cattle muscles (Trapezius cervicis, Longissimus e
Semitendinosus), with or without lipid extraction, raised under three different
production systems in Brazil. Treatments consisted of production systems: pasture (PA),
yearling feedlot (CAR), and fed calves feedlot (CAD). It was utilized 45 animals (15 per
treatment). Based on the results, it is recommended the analysis of Longissimus muscle
and Semitendinosus without lipid extraction. For better production systems
differentiation, the three elements must be analyzed. The production systems
differentiation based on stable isotopes technique is possible, however it must be more
evaluated due to isotope signal problems caused by different days on feed and

ingredients used in the diets.

Keywords: pasture, backgrounded cattle, weaned calves, Trapezius cervicis,

Longissimus muscle, Semitendinosus.
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INTRODUCAO

A possibilidade de atingir novos e promissores mercados consumidores tornar-
se-4 vidvel tendo base a modernizacdao dos sistemas de producdo e certificagdo dos
mesmos (FELICIO, 2001). Logo, especificacio por meio de certificagdes de qualidade
que garantam a credibilidade dos produtos se faz necessdrio. Nesta ocasido, a
rastreabilidade trata-se de ferramenta chave, no processo de certificacdo de produtos de
origem animal.

Entidades comerciais e Orgdos de pesquisas tem procurado desenvolver
metodologias confidveis, a fim de avaliar e certificar produtos, considerando, além de
aspectos sanitdrios e de bem estar animal, a origem alimentar dos animais.

A andlise da variagc@o natural da abundancia dos is6topos estdveis foi empregada
inicialmente em estudos geoldgicos e arqueoldgicos servindo como técnica para a
reconstrugdo de dieta prévia de animais (DENIRO, 1987). Por atuarem como
indicadores naturais possibilitam a investigacdo de fontes alimentares isotopicamente
distintas (DENIRO e EPSTEIN, 1978).

Se por um lado, as andlises dos elementos estdveis carbono e nitrogénio t€m
permitido determinar a dieta dos animais, por outro a anélise conjunta com 0s 1s6topos
de oxigénio nos tecidos pode prover indicacdo da origem geografica dos animais. A
razdo isotdpica de oxigénio € correlacionada com a localizacdo geogréfica e condi¢oes
climdticas, sendo os efeitos de latitude e longitude, conhecidos por influenciar os
valores isotdpicos de dguas subterraneas.

Ainda, a escolha do tecido ou 6rgdo animal no estudo de rastreabilidade para
autenticacao de produtos influencia as conclusdes sobre a dieta, pois tecidos com rapido
metabolismo indicam dietas consumidas recentemente, enquanto aqueles com lenta taxa
de substituicdo sugerem dietas que foram fornecidas no periodo inicial da vida dos
animais.

Com este estudo, objetiva-se avaliar o potencial da técnica dos is6topos estdveis
de carbono, nitrogénio e oxigénio na carne de bovinos de corte criados em diferentes

sistemas de alimentagao.
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MATERIAL E METODOS

Descricao dos animais e das fazendas de origem

Os tratamentos consistiram em trés sistemas de alimentagdo de bovinos de corte,
sendo: em pasto (PA), em sistema de confinamento de animais recriados (CAR) e
confinamento de animais desmamados (CAD). Ao total, foram utilizados 45 bovinos,
sendo que para cada sistema utilizou-se 15 bovinos machos.

Os animais provindos do sistema PA eram anelorados e ndo castrados. Foram
mantidos durante toda a vida em pastagem formada pelo capim Brachiaria brizantha.
As fontes de dgua que serviam de bebedouro aos animais eram rios que cortavam a
fazenda, sendo que ndo havia nenhuma represa artificial. Com relagdo a forrageira,
nunca houve qualquer tipo de fertilizagdo. Os animais foram abatidos com média de 36
meses de idade e 500 kg de peso médio.

No sistema em CAR, os bovinos também eram anelorados e ndo castrados. A
forrageira ndo recebia fertilizacdo com adubos quimicos a pelo menos trés anos. Os
animais ingeriam agua diretamente de rios e também de represas artificiais existentes na
fazenda. Durante esta fase de recria os animais ndo receberam nenhum tipo de
suplementagdo alimentar, sendo a dieta constituida exclusivamente pelo capim
Brachiaria decumbens cv. basilisk. Os animais chegaram ao confinamento experimental
com aproximadamente 360 quilos e 20 meses de idade. A fase de terminac¢do ocorreu no
Confinamento Experimental de Bovinos de Corte da Faculdade de Medicina Veterindria
e Zootecnia, localizada na cidade de Botucatu/SP. Este periodo foi de 04/08/2010 a
26/10/2010, totalizando 84 dias.

Para o sistema CAD, bezerros mesticos Limousin-nelore nao castrados foram
mantidos em pastagem de capim-Pangola (Digitaria decumbens), comumente conhecida
como capim Pangola. Segundo informagdes do proprietdrio, havia a pritica de
fertilizagao com adubos de origem industrial nas dreas cultivadas com a graminea. Além
de consumirem forragem, estes animais a partir dos 60 dias de idade, passaram a receber
suplementacdo no creep-feeding. Os bovinos chegaram ao confinamento com

aproximadamente 240 quilos de peso vivo e 8 meses de idade. O periodo de
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confinamento foi de 150 dias. A fase de terminacdo foi conduzida no mesmo local que
foram confinados os animais do sistema em Confinamento.
Na Tabela 1, sao descritas as coordenadas geograficas onde os animais dos

sistemas de producao foram criados.

Tabela 1. Coordenadas geograficas das fazendas e do confinamento experimental

CAR PA CAD Configamento
Experimental
Municipio Regindpolis/SP Altamira/PA Iguape/SP Botucatu/SP
Altitude (m) 478 215 12 782
Longitude 21°53°41.70” 06°33°20,29” 24°45'42.71” 22°51°05.40”
Latitude 49°07°44.71” 54°56°30.13” 47° 46°,42” 48°25°26.19”

Dietas, manejo e cuidado com os animais

Na Tabela 2 segue os valores isotopicos dos ingredientes que foram utilizados

nas dietas experimentais.

Tabela 2. Valores isotdpicos dos ingredientes utilizados nas dietas experimentais

AN S13C )
Bagacgo-de-cana in natura 3,77 -14,12 6,22
Polpa citrica 4,9 -28,03 22,54
Farelo de amendoim 1,05 -25,56 18,05
Farelo de arroz 7,01 -31,92 20,20
Milho seco moido 4,83 -15,02 25,20
Silagem de grao imido de milho 3,85 -13,30 24,41
Torta de algoddo 3,58 -27.33 24,66
Uréia 0,38 -44,10 21,51
Nicleo vitaminico-mineral’ 1,54 -3,40 24,81
Nicleo vitaminico-mineral? 0,98 -24,37 19,02
Suplemento Creep3 0,64 -20,11 21,85
Brachiaria decumbens cv. 3,32 -14,24 24,15
basilisk
Digitaria decumbens 5,47 -13,7 21,88
Brachiaria brizantha cv. 6,6 -14,41 20,47
marandu
Feno de Coast cross 3,31 -15,3 11,89

"Niicleo vitaminico-mineral do CAR; “Niicleo vitaminico-mineral do CAD; *Suplemento ofertado para os
animais do CAD na fase antes do desmame
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Durante todo o ciclo de vida dos animais do sistema PA, a forragem consumida
foi Brachiaria brizantha cv. marandu. Este grupo de animais nunca recebeu qualquer
outra fonte alimento, a ndo ser, suplemento vitaminico e mineral.

Nos animais do sistema CAR, a fase pré-experimental de terminacao
(processamento) foi de 15 dias, para vacinagdo e desvermifugagcdo e adaptacdo a
instalacdo do confinamento. Nesse periodo, os animais foram alimentados com feno de
Coast cross, farelo de amendoim e nicleo mineral. A dieta de terminagdo foi composta
por feno de Cynodon dactylon cv. coast cross, bagaco de cana-de-acgucar in natura,
silagem de graos umidos de milho, polpa citrica, farelo de amendoim, torta de algodao,
uréia e suplemento vitaminico e mineral.

Na Tabela 3, estdo descritas informacdes sobre as dietas na fase final dos trés
sistemas de producao.

Para os animais do sistema CAD, os cuidados na fase pré-experimental de
terminacao foram os mesmos do grupo anterior. Entretanto, o periodo de adaptacao foi
mais longo, 40 dias. Apesar de propor¢des diferentes, tanto a dieta de adaptagdo como a
de terminagc@o eram compostas pelos mesmos ingredientes, sendo: bagaco de cana-de-
acucar in natura, milho grao inteiro, farelo de arroz, farelo de amendoim, polpa citrica e

ndcleo mineral.
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Amostragem das dietas e masculos

Durante o regime de pastejo, para os trés sistemas de alimentacdo, houve
amostragem da forragem via simulagdo manual de pastejo. Além disso, no periodo de
confinamento, as dietas foram amostradas semanalmente para posterior andlise
isotdpica.

Os animais foram abatidos conforme a legislacdo vigente, em frigorifico
comercial licenciado. Logo apds o abate, com as carcacas ainda na camera fria, retirou-
se aproximadamente 300 gramas dos musculos M. Trapezius cervicis, M. Longissimus
dorsi e M. Semitendinosus, correspondendo aos cortes carneos de acém, contrafilé e
lagarto, respectivamente.

Todas as amostras foram identificadas e refrigeradas a -18°C até posterior

mensuragao isotopica.
Procedimentos e analises isotopicas

As amostras foram descongeladas e secas em estufa de ventilagdo for¢ada a 50°C,
por um periodo de 48h. Para avaliar a influéncia da extracdo de gordura, parte das
amostras ap6s a secagem foram desengorduradas com éter etilico em aparelho de
Soxhlet, a temperatura de 65°C, durante 4 horas. Posteriormente, as amostras foram
secas em estufa de ventilacdo forcada a 50°C durante meia hora, para que houvesse
evaporacao do éter.

Todas as amostras de alimentos e musculos foram moidas em moinho criogénico
Spex Sample Prep, modelo Geno/Grinder 2010, a -196°C.

Apds a pesagem as cdpsulas foram introduzidas, por meio de um amostrador
automdtico no analisador elemental, Flash 2000 Organic Elemental Analyzer EA for
IRMS. Os gases resultantes (H,, N, e CO) formados foram separados em coluna
cromatografica gasosa e analisados no espectrometro de massa de razdes isotdpicas
(Delta V Advantage Isotope Ratio MS, Thermo Scientific, Alemanha).

Os valores serdo expressos em 6%o contra o padrio internacional (Vienna-Pee Dee
Belemnite para 8'°C, Ar atmosférico para 8N, Vienna — Standar Mean Ocean Water

para §'%0.
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Analise estatistica

O delineamento deste estudo foi inteiramente casualisado. Para avaliar o efeito da
extragdo lipidica, realizou-se andlise de variancia entre os musculos dentro de cada
sistema de producdo ano nivel de 5% de probabilidade. Foi utilizado o programa
estatistico Minitab, versdao 16.0 (MINITAB®, 2010). Realizou-se analise multivariada
de multi-elementos (carbono, nitrogénio e oxigénio) para avaliar a possibilidade de

diferenciacdo dos sistemas de producdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas Tabelas 4, 5 e 6 podem ser visualizados os valores médios para os musculos

com e sem extracao da fracdo lipidica.

Tabela 4. Valores médios de 8'°C para misculos com e sem extracio de lipidios para

bovinos de corte criados em diferentes sistemas de producao

Contrafilé Acém Lagarto

Com extracdo de lipideos

Confinamento -14,72 0,15 -14,86 +0,15 -13,75 £0,12

Pasto -12,13+0,09 -12,01+0,08 -12,57+0,24

Superprecoce -17,79+0,20 -17,86+0,07 -17,62+0,16
Sem extracdo de lipideos

Confinamento -15,72+40,16 -15,32+0,19 -14,43+0,18

Pasto -13,19+40,14 -12,40+0,09 -12,18+0,09

Superprecoce -17,99+0,11 -19,02+0,14 -17,76£0,09
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Tabela 5. Valores médios de 8'°N para musculos com e sem extrag@o de lipidios para

bovinos de corte criados em diferentes sistemas de producio

Contrafilé Acém Lagarto

Com extracdo de lipideos

Confinamento 6,34+0,09 6,34+0,20 5,58+0,17
Pasto 12,67+0,15 12,05+0,17 11,72+0,15
Superprecoce 7,13+0,09 7,72+0,12 7,25+0,15
Sem extracdo de lipideos
Confinamento 6,91+0,07 6,62+0,14 5,83+0,13
Pasto 12,70+0,14 11,99+0,16 11,48+0,14
Superprecoce 6,87+0,06 7,72+0,08 7,13+0,07

Tabela 6. Valores médios de 8'°0 para miisculos com e sem extragdo de lipidios para
bovinos de corte criados em diferentes sistemas de produgdo

Contrafilé Acém Lagarto

Com extracdo de lipideos

Confinamento

Pasto

Superprecoce

Confinamento

Pasto

Superprecoce

9,55+0,18 9,23+0,34 11,94+0,24

10,66+0,17 11,42+0,35 11,10+0,16

9,57+0,29 10,41+0,19 9,69+0,19
Sem extragdo de lipideos

11,31+0,23 10,39+0,21 11,500,28

12,74+0,15 12,66+0,22 11,12+0,17

13,18+0,18 11,83+0,28 12,10£0,15

musculos dentro de cada sistema de producao.

Houve diferenca significativa (P<0,05) para o efeito de extragdo lipidica entre os

Para os dados referentes ao Acém (musculo Trapezius cervicis), tanto com ou

sem extracdo de lipideos (Figura 1 e 2), houve distin¢do do sistema superprecoce para o

de Pasto e Confinamento, entretanto, para os dois ultimos ndo existiu diferenca.

Considera-se que aproximadamente 74% das variacdes (Tabela 7) possiveis

estdo representadas no gréfico da Figura 1 e cerca de 92% para o grafico da Figura 2.
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Figura 1. Dados isotdpicos para o Acém (musculo Trapezius cervicis) sem extracdao
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Figura 2. Dados isotdpicos para o Acém (musculo Trapezius cervicis) com extracao.

Dentro do fator a separacao dos sistemas é mais influenciada pelo elemento que
possui 0 maior coeficiente de escore. Para o Acém sem e com extracdo, os elementos
que permitiram a separacdo dos sistemas de alimentacdo foram o Carbono e Nitrogénio
no Fator 1, e Oxigénio e Nitrogénio no Fator 2 (Tabela 7) sendo os escores de

coeficientes muito proximos. Um ponto a ser observado € o fato de que nas amostras
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com extracdo dos lipideos, o Fator 1 contribui com 74% do total das variacOes

apresentadas no gréfico da Figura 2.

Tabela 7. Coeficiente de escores da andlise de fatores para o acém (Trapezius cervicis)
com e sem extracdo de gordura de bovinos em diferentes sistemas de

alimentacdo em func¢do dos elementos analisados

Sem extraciao Com extraciao
Variavel Fator 1 Fator 2 Fator 1 Fator 2
Carbono 1,257 0,131 1,238 0,019
Nitrogénio 0,486 0,456 0,446 0,372
Oxigénio 0,134 1,229 0,022 1,178
% Var 0,371 0,367 0,685 0,238

Ja foi destacado a importincia do processo de extracdo de lipidios para andlise
dos valores isotdpicos. Entretanto, pode-se afirmar que ndo existe a necessidade de tal
processo, haja vista a similiraridade dos graficos para o comportamento dos pontos
referentes a cada sistema de alimentacdo. Sendo assim, em termos de praticidade, ndo se
recomenda o processo de extracio para andlise do Acém.

Para o Contrafilé (Longissimus dorsi) sem extracdo de gordura, os trés sistemas
se diferenciaram levando em conta o Fator 1 (Figura 3), sendo o Carbono com
coeficiente de escore de 0,547 e o Nitrogénio de 0,498, os elementos responsdveis pela
separacdo dos sistemas (Tabela 8).

Para os resultados das amostras com extrac¢do de lipideos, apenas o sistema CAD
ficou destacado dos demais (Figura 4). Porém, nesse caso, a separacdo dos sistemas
pelo Fator 2, inerente ao plano vertical do grafico, foram os elementos Carbono e
Nitrogénio, que permitiram a diferenciagdo, com os coeficientes de 1,318 e 0,500,
respectivamente (Tabela 8).

Par as amostras de Contrafilé sem extragdo, os trés sistemas de alimentacao
ficaram destacados e quando a extracdo foi realizada, apenas o sistema CAD se
destacou dos demais. Considerando este ponto de vista, ndo se recomenda a extra¢do da
fracdo lipidica para andlise isotdpica.

Aproximadamente 97% das variacOes possiveis estdo representadas no grafico
da Figura 3 e cerca de 91% para o gréfico da Figura 4. Essa percentagem nada mais € do

que a soma das variagdes referentes ao Fator 1 e Fator 2 (Tabela 8).
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Figura 3. Dados isotdpicos para o Contrafilé (Longissimus dorsi) sem extracao.
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Figura 4. Dados isot6picos para o Contrafilé (Longissimus dorsi) com extracdo.
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Tabela 8. Coeficiente de escores da andlise de fatores para o contrafilé (Longissimus
dorsi) sem e com extragdo de gordura de bovinos em diferentes sistemas de

alimenta¢do em fun¢do dos elementos analisados

Sem extraciao Com extracio
Varidvel Fator 1 Fator 2 Fator 1 Fator 2
Carbono 0,547 0,099 0,094 1,318
Nitrogénio 0,498 0,105 0,257 0,500
Oxigénio 0,000 1,041 1,134 0,098
% Var 0,611 0,363 0,704 0,209

Para o Lagarto (Semitendinosus) sem a extragdo de lipidios, os trés sistemas de
alimentacdo destacados um dos outros (Figura 5). Os elementos dominantes na
separacdo foram o Nitrogénio e Carbono com coeficientes de 1,253 e 0,470,
respectivamente no Fator 1 e o Oxigénio no Fator 2 (Tabela 9)

Também para as amostras de Lagarto com extracdo da fracdo lipidica, os trés
sistemas foram distintos. No Fator 1 o principal elemento envolvido € o Nitrogénio,
com coeficiente de 1,118 e no Fator 2 o Oxigénio com coeficiente de 1,247(Tabela 9).

Aproximadamente 91% das variagOes possiveis estdo representadas no grafico da
Figura 1 e de 92% para o grafico da Figura 6, sendo a soma das variagdes referentes ao
Fator 1 e Fator 2 (Tabela 9).

Recomenda-se para o Lagarto a ndo extracdo da fracdo lipidica pra andlise
isotépica, assim, o processo de andlise se torna mais rdpido por eliminar a etapa de

extracdo.
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Figura 5. Dados isotdpicos para o Misculo “Lagarto” (Semitendinosus) sem extragao.
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Figura 6. Dados isotdpicos para o Musculo “Lagarto” (Semitendinosus) com extracao.

Tabela 9. Coeficiente de escores da andlise de fatores para o lagarto (Semitendinosus)
sem e com extracdo de gordura de bovinos em diferentes sistemas de

alimentacao em funcdo dos elementos analisados

Sem extracio Com extracio
Variavel Fator 1 Fator 2 Fator 1 Fator 2
Carbono 0,470 0,291 0,305 0,471
Nitrogénio 1,253 0,020 1,118 0,239
Oxigénio 0,029 1,115 0,209 1,247
% Var 0,656 0,258 0,547 0,369

No sistema PA, os bovinos foram alimentados exclusivamente com Brachiaria
brizantha cv. Marandu e suplemento vitaminico-mineral. A forragem apresentava valor
isotépico para 8°C de -14,41%0 e se comparado com aqueles encontrados para os
musculos tanto com ou sem extragdo, observa-se um fracionamento ao redor de 2%o.

Para os animais do CAR, houve trés dietas distintas. Na fase que antecedeu o
confinamento ou até os 360 kg de peso vivo, consumiram forragem com 8°C de -
14,24%0. Posteriormente, foram arracoados com duas outras dietas, uma por 15 dias
com 8'°C de -17,14%0 e a outra com -18,85%o por 84 dias.

Para o sistema CAD, na fase que antecedeu o confinamento, ou seja, durante a
fase de cria, os animais se alimentavam de forragem de capim Digitaria decumbens com

813C de -13,70%0 e suplemento com sinal de -20,11%c. Além disso, os bezerros se
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alimentavam do leite materno, que apesar do sinal isotdpico ndo ter sido mensurado,
acredita-se que apresentariam valor préximo ao da forragem.

Deve-se atentar ao fato que para o sistema de confinamento de animais
desmamados permaneceram confinados 66 dias a mais que os animais confinados desde
a recria. Ainda, além desse maior nimero de dias de confinamento, havia cerca de 4%o
de diferenca entre as dietas finais para os animais destes sistemas. No mais, ressalta-se
que o valor de 8"°C do capim do PA foi de -14,41, sendo diferente 4,44 e 8,66%0 em
relacdo a dieta do CAR e CAD, respectivamente.

Para o elemento Nitrogénio, o sinal isotépico da forragem PA € superior ao dos
outros sistemas, possivelmente em virtude da presenca de matéria organica da regidao
onde esses animais foram criados, ver Tabela 1. No caso, a drea especifica da fazenda
ha poucos anos era constituida de mata fechada que foi desmatada para implantacao do
capim. Nunca houve adubacdo de origem industrial nessa drea. O valor de 8N dessa
forrageira foi de 13,8%o, valor distante do encontrado para CAR e CAD, de 3,89 e
4,52%o, respectivamente. Contudo deve ser bem entendido que os animais do PA eram
criados na regido do municipio de Altamira, estado do Pard. Bovinos criados também
num SPP, porém de outra regido ou outro estado do Brasil, pode ndo apresentar os
mesmos valores 1sotopicos para 8"°N.

Para anélise isotépica com o objetivo de diferenciar os sistemas de producao, os
trés elementos devem ser analisados e considerados na analise dos dados.

Alguns apontamentos reportados por estudos ja conduzidos sugerem que apds a
troca de dieta, a mudanca na composicdo isotdpica do tecido ou componente corporal
depende de qudo rdpido estes constituintes sdo transferidos (TIESZEN et al., 1983). De
modo geral, os tecidos mais ativos metabolicamente apresentam turnover mais rapido
que os tecidos menos ativos metabolicamente.

Nao foi possivel tracar uma ideia coesa e direta de maneira a justificar as o
comportamento distinto entre musculos. Entretanto, é possivel discorrer sobre algumas
hipéteses.

Quando se realizou a extracdo dos lipidios, os resultados entre os musculos
possivelmente ocorreram devido a intensidade de movimentagao de cada musculo. Deve
atentar-se ao fato da disponibilidade de espago, pois em baias de confinamento a

movimentacdo € minima. Musculos mais requisitados ao trabalho contrétil tendem a
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uma maior rapidez de transferéncia isotdpica. Isto faz sentido quando considera-se o PA
como um sistema extensivo de criacdo. Ja, o CAR e CAD sio sistemas intensivos com
projetos de instalagcdes compactos.

Outro detalhe refere-se a predominancia do tipo de fibras musculares. No acém,
com aproximadamente 63%, predomina fibras oxidativas; Contrariamente, fibras
glicoliticas constituem a maior por¢do nos musculos contrafilé e lagarto, com cerca de
43 e 50%, respectivamente (KIRCHOFER et al., 2002). Fibras oxidativas estio em
estreitamente ligadas a dependéncia de elevada troca de metabdlitos e de oxigénio,
portanto sdo ricamente vascularizadas e com grande nimero de mitocondrias (MACARI
et al., 1994). Por outro lado, fibras glicoliticas apresentam reduzida densidade de
capilares sanguineos, consequentemente com pequena troca de metabdlitos e de
oxigénio (BANKS, 1992). Logo, quanto maior a troca de metabdlitos, mais rapidamente
os musculos refletem o sinal da troca de dietas.

Para os musculos in natura, além das hipéteses citadas acima, cita-se uma
provéavel interferéncia analitica. A presenca de lipidios tendeu a superestimar os valores
de 8'0, principalmente nos musculos com maior contetido lipidico. Em ordem
decrescente, os musculos mais afetados foram o contrafilé, acém e lagarto.

Entretanto, no presente estudo, pelos resultados observados nos grificos, o
Lagarto com e sem extracdo e o Contrafilé sem extracdo permitiram diferenciacdo dos
trés sistemas. Por outro lado, 0 Acém com e sem extracdo e o Contrafilé com extracdao
apenas possibilitaram a diferenciacdo do sistema CAD.

Diante disso, pode-se levantar a hipdtese de que o Lagarto pode ter uma maior
rapidez em refletir o sinal isotopico da dieta que passou a ser fornecida durante o
periodo de confinamento. Ainda, a presenca de lipidios também contribuiu para a
melhor separacao dos sistemas. Esse fato foi observado no Contrafilé sem extracao, haja
vista, que o Contrafilé com extrag¢do possibilitou a diferenciacao de todos os sistemas.

Outra questdo se baseia no fato da auséncia de dados de digestibilidade das
dietas. Portanto, ndo se sabe o quanto dos nutrientes ingeridos foi assimilado nos tecidos
dos animais.

Contudo, os dias de permanéncia dos animais no confinamento podem interferir

na separacdo dos sistemas. Se porventura, o ndmero de dias dos animais em
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confinamento ndo forem os mesmos avaliados neste estudo, ha possibilidade dos
resultados serem diferentes.

No mais, deve ser considerado que os tecidos ou materiais exdégenos podem ser
relativamente empobrecidos ou enriquecidos em 8'°C em relacdo a dieta, devido ao
fracionamento isotopico (JONES et al., 1979; GANNES et al., 1997).

Os valores de 8"°N podem ter tido interferéncia em funcdo do tipo de solo,
intensidade de tratos culturais ou aplicacdo de fertilizantes industriais e presenga de
plantas leguminosas na dieta.

Além disso, as condi¢cdes ambientais e fisioldgicas podem ocasionar
variabilidade na composicio do N isotdopico nos animais dentro de uma mesma
populacio (BAHAR et al. 2005), especialmente em ruminantes (TIESZEN, 1991).
Alimentos ingeridos apresentam maior razdo "N/"*N do que fezes, evidenciando que o
"N ¢ mais eliminado no processo digestivo de mamiferos (STEELE e DANIEI 1978;
SUTOH et al. 1987). Logo, os tecidos dos consumidores tendem a ser enriquecidos em
valores 8°N em relagdo 2 dieta (MINAGWA e WADA, 1984; AMBROSE 1993;
MICHENER e SCHELL, 1994). De modo geral, hd um enriquecimento médio de 3 a
4%o para cada grau de nivel tréfico.

Como ja relatado, as coordenadas geograficas das fazendas de origem dos
animais dos trés sistemas de producdo eram distintas uma das outras (Tabela 1). Heaton
et al. (2008) conduziram estudo avaliando a origem geogréfica de bovinos de diversos
paises. Os resultados encontrados demonstram que regides de latitudes menores e mais
préximas a linha do Equador possuem maior valor para oxigenio.

No mesmo estudo, observou-se para animais provindos da Escécia, Nova
Zelandia, Shetland e Inglaterra, valores menores de oxigénio em relacdo aos bovinos
criados em regides da Africa do Sul, Austrdlia, Brasil e Uruguai, paises esses com
latidudes mais baixas e de climas mais quentes.

Além dos fatores de fracionamento citados acima, os bovinos dos dois sistemas
alocados no confinamento sofreram influéncia de fatores intrinsecos do préprio sistema
de producao. Cita-se a movimentacdo dos animais de suas propriedades de origem até as
instalacdes do confinamento, mudancas dos alimentos que estavam sendo ofertados e da

dgua ingerida, cada qual com seus valores isotopicos.
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O que também deve ser levado em conta € que se utilizou de alimentos regionais
para compor as dietas dos animais no confinamento. Nessa ocasido, os resultados
devem ser tratados com cautela, pois os mesmos sistemas de producao avaliados podem
ndo apresentar as mesmas conclusdes, caso outros tipos de alimentos sejam ofertados.

Vale a pena destacar que as culturas que deram origem aos ingredientes que
compuseram as dietas foram cultivadas em regides distintas, sendo parte no estado de

Mato Grosso e outra parte em Sao Paulo.

CONCLUSOES

Para diferenciacdo dos sistemas de producdo de bovinos de corte utilizando a
técnica dos isétopos estaveis, recomenda-se o Contrafilé ou o Lagarto sem extracdo de
lipideos.

Para anélise isotdpica com o objetivo de diferenciar os sistemas de producao, os
trés elementos devem ser analisados e considerados na analise dos dados.

A diferenciacdo dos sistemas de produgdo de bovinos de corte pela técnica dos
isotopos estdveis deve ser visualizada com cautela, em funcdo do tempo de
confinamento e também do sinal isotopico das dietas que podem ser diferentes de

acordo com os alimentos utilizados.
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IMPLICACOES

Este trabalho € pioneiro no Brasil em avaliar o potencial de utilizacdo da técnica
dos is6topos estaveis em estudos envolvendo bovinos.

A partir dos resultados obtidos, foi possivel distinguir os trés sistemas de
producdo de bovinos de corte avaliados.

Por permitir diagnosticar a origem alimentar dos animais, o presente estudo
apresenta impacto significativo na comercializacdo da carne bovina. Além disso, atende
parte da demanda por informagdes sobre o alimento consumido. Também viabiliza o
processo de agregacdo de valor aos bovinos produzidos dentro de cada sistema.

Contudo, alguns pontos no estudo foram evidenciados e precisam ser mais bem
conhecidos a partir de novas pesquisas. Por exemplo, elucidar os possiveis mecanismos
de fracionamento associados a microbiota ruminal, pois podem ter contribuicdo
significativa nos valores isotOpicos transferidos aos tecidos. Além disso, avaliar o
efeito da digestibilidade das dietas nos valores isotopicos.

Os resultados encontrados no presente estudo foram obtidos dentro de condi¢des
especificas de dietas, tempos de confinamento e de local de criacao dos bovinos.

Amostragem das aguas ingeridas pelos animais poderia prover informacodes
adicionais importantes.

Diante das informagdes adquiridas e das implicacdes expostas, fica claro que

esta pesquisa representa apenas o inicio e abre uma nova linha de estudos.
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