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CAPITULO |
CONSIDERACOES INICIAIS



1. Introducéo

As codornas sdo aves da ordem dos galinaceos, Familia Fasianidae e Género
Coturnix. A codorna considerada doméstica é a codorna japonesa (Coturnix coturnix
japonica), espécie para producdo de ovos, enquanto a codorna europeia (Coturnix
coturnix coturnix) é destinada para producéo de carne (MURAKAMI & ARIKI, 1998).

A criagdo de codornas, com finalidade de producdo de carne e ovos, tem se
tornado cada vez mais uma atividade de interesse econdmico no Brasil. Como em
qualquer outra exploracdo animal, o sucesso normalmente depende da qualidade dos
animais, controle sanitario, manejo e alimentacao.

A composicdo quimica do ovo de codorna indica que a gema consiste de
aproximadamente 30% de gordura e 19% de proteina, enquanto que para o ovo de
galinha séo de 34 e 16%, respectivamente. No albiimen, a proteina varia entre 11 e 9,5%
para os ovos de codorna e galinha, respectivamente. Os lipidios na gema do ovo de
codorna sdo compostos de aproximadamente dois tercos (67,5%) de lipidios neutros e
um terco (32,5%) de fosfolipidios, propor¢des semelhantes estdo presentes nos ovos de
galinhas, patas e peruas. Quanto a minerais (calcio, fosforo e ferro) ndo héa diferenciacdo
entre os ovos de codornas e galinhas, mas em relacdo as vitaminas os ovos de codornas
apresentam em media 300 mg de vitamina A, 0,12 mg de tiamina, 0,85 mg de
riboflavina e 0,10 mg de niacina, enquanto que nos ovos de galinhas séo encontrados
221 mg, 0,089mg, 0,32mg e 0,089 mg respectivamente (MORAES & ARIKI, 2000).

A coturnicultura é um setor da avicultura que esta em franco crescimento com
grande produtividade e rentabilidade, como consequéncia do rapido crescimento das
aves, da maturidade precoce, da alta taxa de postura e do baixo consumo de ragédo
(MURAKAMI & FURLAN, 2002). No entanto, ainda sdo escassas as informagdes nas
areas de manejo e nutri¢do, dificultando a criagdo e contribuindo para o aumento no
custo de producdo desta espécie. Em virtude de sua importancia zootécnica, € necessario
0 esclarecimento de algumas caracteristicas, como por exemplo, o tempo de
incorporacdo da dieta nas diversas fases de criacdo dessas aves. Para isso a técnica de
isGtopos estaveis, que j& vem sendo utilizada de forma satisfatoria como ferramenta para
a determinacdo de turnover em diversos animais com finalidade zootécnica pode ser Util

na coturnicultura.



2. Revisao de literatura

2.1. Coturnicultura

No cenério da producéo avicola brasileira, durante muitos anos, a coturnicultura
foi considerada como atividade alternativa para pequenos produtores. Apesar disso, o
efetivo de codornas em 2010 foi de aproximadamente 13.070.900 aves (IBGE, 2012),
apresentando aumento de 45% em relacdo ao registrado em 2008.

Em funcdo de caracteristicas singulares como pequena exigéncia de espaco,
baixo consumo de racdo, pequeno intervalo entre geracdes, maturidade sexual precoce,
rusticidade e alta taxa de crescimento inicial, a exploracdo comercial de codornas se
encontra, nos Gltimos anos, em expansdo. Estes fatores possibilitaram a caracterizacdo
da codorna como excelente ave, tanto para produgdo de carne como de ovos, em
diferentes regides do pais (BERTO, 2012).

Segundo dados registrados pelo Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica
(IBGE, 2009), durante os anos de 2006 a 2007 houve uma variacdo na producéo de 25,8
%, saltando de 123,706 para 131,045 milhdes de dlzias de ovos de codornas. Em 2008,
foram produzidos 157,781 milhdes de duzias com aumento de 20,4% relativo ao ano de
2007.

A Regido Sudeste do Brasil é a maior produtora de codornas,
independentemente da finalidade, producdo de carne ou de ovos. Em 2009, esta regido
alojava 64,9% das codornas do cenario nacional, sendo S&o Paulo, o estado com maior
efetivo de codornas (48,67%), com destaque para o municipio de Bastos (12,1%).

Segundo Silva et al. (2011), o Brasil é atualmente o segundo maior produtor
mundial de ovos de codornas da espécie Cortunix coturnix japonica (codorna
japonesa).

As exportacdes brasileiras de ovos de galinha cresceram 111% de janeiro a
outubro de 2008, quando comparadas a igual periodo de 2007, passando de US$ 33
milhdes para US$ 69 milhdes. De janeiro a outubro de 2008, as exportacOes brasileiras
para paises arabes cresceram 423% em relacdo ao mesmo periodo de 2007, saltando de
US$ 6,14 milhdes para US$ 32,14 milhdes. Em volume, passaram de 16,5 milhdes de
duzias, nos primeiros dez meses de 2007, para 46,7 milhGes de dizias de janeiro a
outubro de 2008 (AVICULTURA INDUSTRIAL, 2008).



Interessante observar que as regides de maior producdo de ovos de codorna,
também séo polos tradicionais na producdo de ovos de galinhas. Fato que pode ser
resultado das crises sofridas pelos produtores de ovos de galinhas nos ultimos anos,
devido ao baixo valor do produto. Produtores em crise viram a possibilidade de investir
na coturnicultura, como forma de diversificar a producdo de ovos ou como nova area
em expansdo a ser aproveitada, sem grandes custos de investimento (PASTORE et al.,
2012).

Para manter a posicdo obtida em escala de producéo, além da conquista de novos
mercados, torna-se necessario conhecer os efeitos de temperaturas elevadas,
prevalecentes na maioria das regides brasileiras durante grande parte do ano, sobre o
desempenho e qualidade dos ovos de codornas japonesas para que se possam adotar
medidas corretivas a fim de minimizar estes efeitos sobre a producédo e ainda promover

maior bem-estar as aves.

2.2. IsOtopos estaveis

O termo is6topo é originado do grego, iso significa mesmo ou igual e, topos
significa lugar, e refere-se ao fato de dois ou mais elementos ocuparem a mesma
posicao na tabela periddica. Ja o vocabulo estavel é referente a ndo emissédo de radiacao.

Os is6topos sdo atomos do mesmo elemento quimico, com 0 mesmo ndmero de
prétons e diferentes nimeros de néutrons e, consequentemente, com diferentes massas.
Por possuirem sua camada eletrénica igual, ou seja, com o mesmo numero de elétrons,
pode-se inferir que os isGtopos sdo elementos que apresentam as mesmas propriedades
quimicas (eletrosfera) e diferentes propriedades fisicas (nucleo) (CLARK & FRITZ,
1997).

A nomenclatura isotépica é expressa por “,X, na qual X representa o elemento
guimico, A o nimero de massa em unidades de massa atdbmica e Z o nimero de protons,
de modo que A = Z+N, em que N representa 0 nimero de néutrons.

Os diferentes nimeros de massas dos isotopos possibilitam a sua identificagéo,
através da espectrometria de massas, ou seja, € possivel quantificar os diferentes
is6topos de um mesmo elemento quimico (GROOT, 2004).

Os isOtopos de nucleos instaveis, também sdo chamados de radioisétopos,

sofrem desintegracdo espontanea, por emissdo de particulas nucleares ou radiacdo



eletromagnética, e geram os isétopos radiogénicos. Os is6topos de nucleos estaveis ndo
se desintegram e correspondem a aproximadamente 270 nuclideos (TIERZO, 2012).

Os is6topos ambientais sdo elementos em abundancia e de ocorréncia natural no
nosso planeta, como o carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio ¢ enxofre (CHON’S);
principais bioelementos de interesse em estudos das areas de bioldgicas e disciplinas
afins, pois, fazem parte da estrutura de carboidratos, lipideos, proteinas, aminoécidos,
acidos nucléicos (DNA, RNA).

Os bioelementos sdo formados por um isétopo dominante: carbono-12 (*2C),
hidrogénio-1 (*H), oxigénio-16 (*°0), nitrogénio-14 (**N), enxofre-32 (*2S) e um ou dois
isétopos mais pesados, por exemplo: carbono-13 (*3C), hidrogénio (*H), oxigénio-17
(*'0), oxigénio-18 (**0), nitrogénio-15 (*°N), enxofre-33 (**S) e enxofre-34 (3*S) e com
uma abundancia natural menor (PRESTON, 1992).

Séo estes isdtopos de baixa abundéncia que incitam a novas oportunidades para
0 uso de is6topos como tracadores em estudos biogquimicos, biolégicos e ambientais.

A medida da relacdo entre is6topos estaveis é realizada por espectrometria de
massas, que detecta a concentracdo dos diferentes isotopos dos elementos. O
enriquecimento isotopico relativo ¢ obtido pela expressao 8X (amostra, padrio) = [(R amostra /
R padrao) -1]. 10,

A simbologia da expressdo indica que 86X (amostra, padric) € O enriquecimento da
razdo isotdpica do elemento quimico em questdo, de uma dada amostra em relacdo ao
seu respectivo padrdo internacional em partes per mil (%o) € R significa razao isotopica
do isétopo pesado em relagdo ao leve (ex:**C/*?C;*®N/*N) da amostra e do padréo,
respectivamente. O padrdo utilizado para o carbono é o féssil de Belemnitella americana
da formacdo PeeDee (PDB), da Carolina do Sul (EUA) e, para o0 nitrogénio, 0 N,
atmosférico (CRISS, 1999).

Quando o valor da composicao isotdpica & positivo, a proporcdo do isétopo
estavel mais pesado € maior na amostra, em relacdo ao padrdo. Ja quando o valor €
negativo, a amostra € empobrecida no is6topo estavel mais pesado, comparado ao

padréo.



2.3. Plantas do ciclo fotossintético C; e C,

A utilizacdo dos isdtopos estaveis ambientais na Zootecnia, e a aplicabilidade
em fisiologia, metabolismo, nutricdo e rastreabilidade nos animais comega com a sua
principal fonte de alimentacdo: as plantas e seus subprodutos.

A fonte priméaria do carbono para as plantas terrestres é o CO, atmosférico, o
qual possui valor de &"C de aproximadamente -7,7%o. De acordo com seu ciclo
fotossintético, as plantas podem ser classificadas, na sua maioria, em dois grupos
principais: Cs e Ca.

Durante o ciclo fotossintético, o primeiro composto organico sintetizado pode
conter trés (Ciclo de Calvin) ou quatro atomos de carbono (Ciclo Hatch-Slack)
(SCHIMEL, 1993). As plantas que possuem ciclo bioquimico onde o primeiro
composto orgénico sintetizado possui trés dtomos de carbono sdo denominadas de
plantas do ciclo fotossintético Cs; pertencem a este grupo cerca de 85% das espécies
vegetais (grande parte das dicotiledéneas; maioria das arvores, arbustos, além de
alimentos conhecidos, como soja, arroz, trigo, cevada entre outros). Por outro lado, as
plantas em que o primeiro composto organico formado possui quatro &tomos de carbono
sdo denominadas de plantas do ciclo fotossintético C,; neste grupo estdo algumas
dicotiledbneas e grande parte das monocotiledéneas (milho, sorgo, cana-de-agUcar e
outras gramineas tropicais ou subtropicais) (LEHNINGER et al., 1995; GANNES et al.,
1998).

Ao longo de todas estas etapas nas plantas, o carbono sofre discriminagéo
isotdpica, ocorrendo diminuicdo da concentragdo de *C e aumento da concentragio de
12C. Nas plantas Cs, o valor de & varia de -22%o a -34%o, dependendo da espécie, e nas
plantas C, este valor encontra-se entre -9%o a -16%o. A diferenca entre estes valores ¢
devido principalmente a rota bioquimica da producdo de carboidratos, por exemplo,
plantas C3; reduzem o CO, a 2 moléculas de acido 3-fosfoglicerato (3 atomos de
carbono) através da enzima ribulose carboxilase oxigenase (RubisCO ou RudPase), que
discrimina o **CO,, resultando em valores de §'°C relativamente baixos; todavia, as
plantas C4 reduzem o CO, a acido aspartico ou acido malico (ambos com 4 atomos de
carbono), através da enzima fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPcarboxilase), que nédo
discrimina o **C como a RudPase, originando valores de '*C mais altos (BOUTTON,



1996; GANNES et al., 1998; SILVA et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2002; DUCATTI,
2007).

A diferenca natural, de 14%o mais rica em **C, em plantas do ciclo fotossintético
C4, em relacdo as plantas do ciclo Cs, possibilita utilizar essas plantas e seus
subprodutos como tragadores naturais em animais, sem a necessidade de sintese de
compostos enriquecidos em carbono-13 ou a utilizagdo de is6topos radioativos
(METGES et al., 1990).

2.4. IsOtopos estaveis em animais

Os animais utilizam os alimentos para obtencdo de energia e crescimento. A
composi¢do isotépica do carbono-13 no tecido animal reflete a sua dieta, com
variabilidade de 1 a 4%o (DeNIRO & EPSTEIN, 1978; TIESZEN & BOUTTON, 1989;
HARE et al., 1991; HOBSON & CLARCK, 1992).

A composicdo isotopica dos tecidos animais serve como tracador natural na
rastreabilidade das diferentes dietas com distintas assinaturas isotdpicas. Por outro lado,
a relagdo entre a composic¢do isotopica do material ingerido e a do tecido animal pode
responder ao status nutricional, taxa de turnover e rota biossintética (KOCK, et al.
1994).

Partindo do pressuposto que a razdo isotopica dos elementos do corpo dos
consumidores geralmente assemelha-se a suas dietas, tem-se uma ferramenta
potencialmente poderosa para pesquisas realizadas com aves de postura (CARRIJO et
al., 2000; DENADAI et al. 2009), frangos de corte (PELICIA et al., 2011; CRUZ et al.,
2012), codornas de corte (MORI et al., 2007), peixes (ZUANON et al., 2006; LIMA,
2010), ovinos (MARTINS, 2010), mel (SOUZA-KRULISKI et al., 2010), suinos
(CALDARA et al., 2010), ecologia alimentar (BISI et al., 2012), bovinos de leite
(CHESSON et al., 2010), bovino de corte (GUO et al., 2010), entre outras.

Para interpretar a composi¢do isotopica em tecidos animais é necessario
entender o papel de trés fontes principais de variacao isotopica: a composic¢ao isotopica
da dieta; os fracionamentos entre a dieta e o tecido dos consumidores; e 0 tempo em que
o valor isotopico das fontes demora em refletir nos tecidos do consumidor (taxa de
turnover) (NEWSOME et al., 2010).



2.5. Turnover

Existe um estado de equilibrio dindmico no interior celular, no qual a biossintese
é constante e exatamente contrabalangada por igual velocidade de degradacéo. Este
processo de troca metabdlica, “renovacao celular”, é também chamado de “lavagem
celular”.

O turnover consiste na sintese do novo tecido no corpo e da degradagdo do
velho. A velocidade na qual ocorre a degradacdo do tecido velho refere-se ao turnover
metabdlico e pode ser determinada pela comparacdo nas alteracdes observadas da
composicao isotdpica relativa ao crescimento. Cada tecido ou fracdo bioquimica pode
apresentar memoria isotdpica propria em funcdo do contetido isotopico da alimentacéo e
da taxa de renovagdo bioquimica. O turnover pode ocorrer por meio de renovagao
tecidual resultante do processo de sintese e degradacdo em tecidos adultos e/ou pelo
préprio crescimento nos tecidos em formacdo (diluicdo isotopica) (ZUANON et al.
2006).

Os tecidos mais ativos metabolicamente (figado e plasma sanguineo) possuem
taxas de turnover mais elevadas, refletindo a dieta recente, de poucos dias. Tecidos com
taxas metabdlicas intermediarias refletem uma dieta de semanas a meses, como no caso
do musculo, pele, cérebro e hemacias, enquanto que tecidos menos ativos, como
barbatanas e dentes (estruturas laminares que os cetaceos da Parvordem Mysticeti
apresentam na boca), refletem uma dieta de anos (TIESZEN et al., 1983; HOBSON &
CLARK 1992; WALKER et al., 1999).

Ducatti et al. (2002), fundamentados em resultados da literatura, propuseram
um modelo tedrico-experimental capaz de exprimir os resultados do enriquecimento
relativo de carbono em funcdo do tempo de alimentacdo, fornecendo dietas
contrastantes em 8°°C & animais adultos chegando a equagio §°Cy= 8'°Cry + [6"°Cj) -
8°Cple™, onde a simbologia adimensional empregada significa §°Cy =
enriquecimento isotopico do tecido em qualquer tempo; 813C(f) = enriquecimento
1sotopico do tecido no patamar de equilibrio, ou condigao final, 813C(i)= enriquecimento
isotopico do tecido na condicdo inicial e k= constante de troca (turnover) em funcéo do
tempo.

A meia-vida refere-se ao intervalo de tempo requerido para que o sinal do

isétopo estavel do tecido do consumidor alcance o valor médio entre a dieta original



observada e o que serd verificado na nova dieta em equilibrio. Neste sentido, o conceito
da meia-vida (T = In2/k) torna-se um pardmetro de ordem pratica a ser mensurado
(DUCATTI et al. 2002).

Na equacdo, t = (-1/k)In(1 - f), proposta por Wolfe & Chinkes (2005), observa-se
que é possivel encontrar o tempo necessario para determinar a fragdo (f) de atomos
trocados (remanescentes) no patamar de equilibrio alcancado, desde que conhega a
constante do turnover k.

Portanto a elucidacdo do turnover ndo apenas auxiliara no entendimento da taxa
de mudanga isotdpica nos tecidos, como também servird de base para futuros estudos
com rastreabilidade de produtos de origem animal, autenticacdo de produtos e

aperfeicoamento de estudos ecologicos.

3. Justificativas e objetivos

No Centro de IsO6topos Estaveis Ambientais da UNESP/Botucatu,
fundamentados no sistema de equacdes de duas fontes e dois isétopos (DUCATTI,
2007), surgiu a linha de pesquisa que visa detectar, no produto final, a inclusdo de
subprodutos de origem animal na alimentacdo de aves.

Inicialmente, Carrijo et al. (2006) rastrearam no musculo peitoral a incluséo de
farinha de carne e o0ssos bovinos (FCOB) na alimentagéo de frangos de corte. Gottmann
et al. (2008) identificaram no musculo peitoral a inclusdo de farinha de visceras de aves
na alimentacdo, mesmo com a adi¢do de outros ingredientes alternativos (farelo de trigo
e levedura). Em seguida, Oliveira et al. (2010 e 2012), analisaram musculo peitoral,
quilha e tibia de frangos de corte, com o objetivo de identificar o melhor tecido para
rastrear a presenca de farinha de visceras de aves na dieta de frangos de corte em
alguma fase da criagdo. Denadai et al. (2008, 2009 e 2011) detectaram a farinha de
carne e 0ssos bovinos, farinhas de origem animal, farinha de carne e 0ssos bovinos,
mesmo com a adigéo de outros ingredientes (leveduras, farelo de trigo, gliten de milho)
em ovos de poedeiras comerciais. Em codornas de corte, Mori et al. (2007 e 2008)
detectaram o0s subprodutos de origem animal utilizados nas dietas destas aves, no
masculo peitoral, quilha e tibia.

Entretanto, para o desenvolvimento dessa linha de pesquisa, Oliveira (2005)

evidenciou a necessidade de realizacdo de estudos que contribuam para o conhecimento
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da assimilacéo isotopica do carbono em diferentes tecidos e em outras fases de criacéo
dessas aves (turnover).

Neste sentido, o presente trabalho objetivou avaliar o turnover do &C pela
substituicdo de dietas a base de plantas do ciclo fotossintético C4 e C3 em sangue,
plasma, ovos de codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) e suas fragcdes (gema

e albimen) utilizando a técnica de isdtopos estaveis.

O Capitulo 11, denominado “TURNOVER ISOTOPICO DO & **C NO SANGUE E
PLASMA DE CODORNAS JAPONESAS (COTURNIX COTURNIX JAPONICA) NAS
FASES DE CRESCIMENTO E POSTURA”, apresenta-se de acordo com as normas
para publicacdo na Brazilian Journal of Poultry Science. O objetivo deste estudo foi
avaliar o turnover do 8*3C pela substituicdo de dietas a base de plantas do ciclo
fotossintético C; (fase de crescimento); C4 e C3 (fase de postura) em sangue e plasma de
codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) utilizando a técnica de is6topos

estaveis.

O Capitulo 11l, denominado “UTILIZACAO DE OVOS DE CODORNAS
JAPONESAS (COTURNIX COTURNIX JAPONICA) PARA ANALISE DA TAXA DO
TURNOVER ISOTOPICO DO §'C”, apresenta-se de acordo com as normas para
publicacdo na Brazilian Journal of Poultry Science. O objetivo deste estudo foi
avaliar o turnover do 83C pela substituicéo de dietas do ciclo fotossintético C; para C4 e
C,4 para C3 utilizando ovos de codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) e suas

fracOes (gema e albumen) perante a técnica de istopos estaveis.
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TURNOVER ISOTOPICO DO 6 **C NO SANGUE E
PLASMA DE CODORNAS JAPONESAS (COTURNIX
COTURNIX JAPONICA) NAS FASES DE CRESCIMENTO
E POSTURA
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Turnover isotopico do & *C no sangue e plasma de codornas
japonesas (Coturnix coturnix japonica) nas fases de

crescimento e postura

Resumo - O estudo objetivou avaliar a diferenca de incorporacdo do sinal isotopico de
dietas a base de plantas do ciclo fotossintético C3 contendo ou ndo farinha de origem
animal na fase de crescimento e o turnover do & *C pela substituicdo de dietas com base
Cs ou C4 na faze de postura, em sangue e plasma de codornas japonesas. O periodo
experimental foi dividido entre o periodo de crescimento (1-43 dias de idade) e o de
postura (50-98 dias de idade). Foram utilizadas 300 codornas japonesas, sexadas para 0
sexo feminino com 1 dia de idade distribuidas em trés tratamentos na fase de
crescimento e dois na fase de postura. Os tratamentos da fase de crescimento foram
constituidos de dietas a base de arroz (planta C3) e farelo de soja, contendo ou ndo
farinha de carne e 0ssos bovinos (FCO) e a base de milho (planta C4) contendo FCO, o
qual foi mantido. Na fase de postura houve a substituicdo das dietas, de C3 para C, e de
C, para Cg, todos contendo FCO. Foram coletadas amostras de sangue e plasma nos dias
de idade 1, 2, 3, 4, 6, 8, 11, 15, 20, 26 33 e 43 na fase de crescimento e 50, 51, 52, 54,
57, 60, 64, 68, 73, 78, 85, 91 e 98 da fase de postura. Os resultados obtidos de troca de
atomos total e meia-vida no sangue e plasma na fase de crescimento revelou diferenca
de incorporacdo 6 3C na dieta com FCO, j& na postura foi possivel observar a diferenca
do turnover apos a troca das dietas.

Palavras-chave: Farinha de carne e 0ssos bovinos, incorporacao isotopica, plantas Cs e

C4, substituicdo de dietas.
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8 13C isotope turnover in blood and plasma of japanese quail

(Coturnix coturnix japonica) during the growing and laying

ABSTRACT - The study aimed to evaluate the difference in the isotopic incorporation
of diets based on plant photosynthetic C3 cycle or not containing animal meal in the
growth phase and the turnover of the 8*3C by replacing diets based on C3 or C, do
posture in blood and plasma of japanese quail. The experimental period was divided
into the growth period (1-43 days of age) and laying (50-98 days of age). A total of 300
Japanese quail, sexed for female with 1 day old in three treatments in the growth phase
and two in the laying phase. The treatments of the growth phase consisted of diets based
on rice (Cs plant) and soybean meal, with or without meat and cattle bones (FCO) and
maize (C, plant) containing FCO, which was maintained. In the laying diets were
replaced from C; to C4 and C3 to C4, each containing FCO. Blood samples were
collected and plasma in the old days 1, 2, 3, 4, 6, 8, 11, 15, 20, 26, 33 and 43 in the
growth phase and 50, 51, 52, 54, 57, 60, 64, 68, 73, 78, 85, 91 and 98 of the laying
phase. The results of exchange of atoms and total half-life in blood and plasma during
growth revealed difference in 8"3C incorporation in the diet with FCO, since the posture
was possible to observe the difference in turnover after switching diets.

Key words: Meat and cattle bones, isotopic incorporation, C3 and C; plants,

replacement diets.
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1. Introducéao

Os isOtopos sdo atomos de um determinado elemento que possuem 0 mesmo
numero de protons, mas diferem quanto ao ndmero de massa (soma de protons e
néutrons no nucleo), devido as diferencas no numero de néutrons contidos no ndcleo do
atomo. [Esses isOtopos sdo estaveis quando a razdo préton/néutron esta,
aproximadamente, entre 1 e 1,5. (Bisi et al., 2012).

A técnica de isotopos estaveis tem sido utilizada para o estabelecimento de
esboco geral da via metabolica, empregando a forma isotdpica de um dado elemento
quimico para marcar um metabdlito, considerando que a composi¢do dos tecidos do
consumidor reflete a sua dieta. Um dos avancos mais significativos realizados com este
método foi a descoberta de que os componentes macromoleculares das células e dos
tecidos sofrem um processo constante de renovacdo metabolica. Existe um estado de
equilibrio dindmico no interior celular, no qual a biossintese € constante e exatamente
contrabalancada por igual velocidade de degradacdo (Maneta & Cecilio, 2003). Este
processo de troca metabdlica, “renovacdo celular”, ¢ também chamado de taxa de
reposicdo de tecidos bioldgicos ou taxa de turnover.

Os tecidos mais ativos metabolicamente (figado e plasma sanguineo) possuem
taxas de turnover mais elevadas, refletindo a dieta recente, de poucos dias. Tecidos com
taxas metabdlicas intermediarias refletem uma dieta de semanas a meses, como no caso
do musculo, pele, cérebro e hemacias, enquanto que tecidos menos ativos, como dentes
e barbatanas, refletem uma dieta de anos (Tieszen et al., 1983; Hobson & Clark, 1992;
Walker et al., 1999; Alves-Stanley & Worthy, 2009).

A diferenca natural, de 14%o mais rica em *C, em plantas do ciclo fotossintético

Cs, em relacdo as plantas do ciclo Cs, possibilita utilizar essas plantas e seus
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subprodutos como tracadores naturais em animais, sem a necessidade de sintese de
compostos enriquecidos em carbono-13 ou a utilizacdo de isétopos radioativos (Metges
etal., 1990).

Hobson & Clark (1992) observaram que analisar fracdes separadas do sangue,
por exemplo, o plasma, permite refletir a dieta recente, pois possuem taxas de turnover
mais elevadas assim como o figado.

Outra vantagem da utilizacdo de sangue é que permite amostragem maultipla do
mesmo individuo, criando assim a possibilidade de controlar as alteracdes de dieta
através do tempo sem que a ave seja sacrificada.

O objetivo do estudo foi avaliar a diferenca na incorporagdo do sinal isotopico
de dietas a base de plantas do ciclo fotossintético C3, contendo ou ndo farinha de origem
animal no sangue e plasma na fase de crescimento das codornas e o turnover do §**C
pela substituicdo de dietas com base C3 ou C,4 na fase de postura, em sangue e plasma de

codornas japonesas utilizando a técnica de is6topos estaveis.

2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido na UNESP, Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - Campus de Botucatu/SP, no
Laboratdrio de Nutricdo de Aves/Camara Bioclimética, durante os meses de fevereiro a
maio de 2012. O protocolo experimental (n°56/2011-CEUA/FMVZ) foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) por estar de acordo com 0s principios
éticos na experimentacdo animal desta Universidade.

As codornas foram obtidas de matrizes alimentadas com dietas compostas

predominantemente por grdos de plantas de ciclo fotossintético C4,. Ao nascerem,
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possufam em seus tecidos corporais sinais isotépicos de *C semelhantes ao da dieta
dessas matrizes.

O periodo experimental foi dividido em 2 periodo: crescimento (1-43 dias) e
postura (50 -98 dias de idade) .

O programa de luz utilizado na fase de crescimento foi o de luz natural e de 17
horas de luz na fase de postura, este periodo de luz foi controlado por relégio
automatico (timer) que permitia apagar as luzes a noite e acender de madrugada,
conforme procedimento adotado nas granjas comerciais.

A temperatura e ventilacdo foram controladas a fim de manter uma zona de
conforto térmico (temperatura termoneutra) durante todo o periodo de criacdo. O
aquecimento inicial e resfriamento das salas foram realizados por meio da utilizacdo de
aparelhos aquecedores e de ar condicionado, dotados de controle automatico de
temperatura.

As aves foram alojadas e distribuidas em gaiolas de arame galvanizado, medindo
0,40m de altura, 0,50m de largura e 0,60m de profundidade, dispostas em trés andares e
localizadas em uma camara climatizada de ambiente termoneutro, as gaiolas foram
revestidas com folhas de jornal e sobre estas foram colocadas telas plasticas de malha de
um centimetro para evitar fuga das aves e possiveis traumatismos nas pernas das
mesmas e equipadas com bebedouro infantil e comedouro tipo bandeja.

Aos 14 dias foi realizada a debicagem de 1/3 do bico das aves, para evitar
canibalismo e desperdicio de racao.

Aos 32 dias de idade as aves foram transferidas para a sala de postura, a qual
possuia 4,30 m de comprimento por 4,50 m de largura e 2,60 m de altura. A sala

comportava duas baterias de gaiolas, sendo a capacidade de cada uma para 180 aves.
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Cada bateria composta de cinco andares, com duas gaiolas por andar, com 1,00 m de
comprimento por 0,34 m de largura e 0,16 m de altura. As gaiolas foram equipadas com

comedouros, de chapa metélica galvanizada, e bebedouros tipo nipples.

Fase de crescimento

Foram utilizadas 300 codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica), sexadas
para 0 sexo feminino e com 1 dia de idade. As aves foram alojadas em delineamento
inteiramente casualizado, com dois tratamentos e seis repeti¢cbes, com agua e a racao
fornecida a vontade durante todo o periodo de crescimento.

Os tratamentos consistiam de ASFB: dieta a base quirera de arroz sem adicao de
farinha de carne e 0ssos bovinos, e ASFCO, dieta a base de quirera de arroz adicionada
de farinha de carne e 0ssos bovinos.

No dia do alojamento foram coletadas aleatoriamente amostras de sangue e
plasma das codornas, as demais coletas foram realizadas aos 2, 3, 4, 6, 8, 11, 15, 20, 26,

33 e 43 dias de idade.

Fase de postura

Foram utilizadas 216 codornas com 50 dias de idade. O delineamento
experimental utilizado no periodo de postura foi inteiramente casualizado, com dois
tratamentos, sendo cada tratamento com seis repeticdes. Os tratamentos consistiam de
troca de alimentagéo C,4 para C; e Cs para Cy, 0ou seja: as aves que receberam ASFCO na
fase de crescimento passaram a receber MSFCO (dieta a base de quirera de arroz

adicionada de farinha de carne e 0ssos bovinos) na fase de postura e as codornas que
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receberam MSFCO na fase de crescimento passaram a receber ASFCO na fase de
postura.

Durante a fase de crescimento foi mantido um grupo de 108 aves consumindo
dieta a base MSFCO, para que a nesta fase de postura pudesse ser realizada a troca da
dieta.

As coletas foram realizadas nos dias de idade das codornas: 50, 51, 52, 54, 57,
60, 64, 68, 73, 78, 85, 91 e 98. O primeiro dia tem por objetivo expressar a composi¢do

isotopica do alimento consumido antes da troca.

Dietas

A formulacdo, composicdo nutricional e o valor isotopico das dietas estdo
descritas nas Tabelas 1 e 2. Apbds a confeccdo foram colhidas amostras para a
determinacéo da razdo isotépica *C/**C das dietas.

As dietas experimentais foram formuladas de modo a atender as exigéncias das
aves e os ingredientes utilizados estiveram seus teores de proteina, célcio, fosforo,

energia metabolizavel e aminoacidos, estabelecidos por Rostagno et al. (2011).
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Tabela 1. Composicéo centesimal, valor nutricional calculado e sinal isotopico das

dietas na fase de crescimento.

Ingredientes (%) ASFB” ASFCO™ MSFCO™™
Milho moido - - 59,72
Arroz, quirera 56,56 60,28 -
Soja, farelo 37,87 32,55 33,71
Soja, 6leo bruto 2,12 0,97 0,71
Farinha de carne e 0ss0s - 5,00 4,60
Fosfato bicalcico 1,55 - -
Calcario calcitico 1,08 0,39 0,54
DL-Metionina 0,12 0,12 0,13
L-Lisina - 0,05 0,06
Suplemento vit+min~ 0,30 0,30 0,30
Sal comum 0,40 0,34 0,34
Total 100,00 100,00 100,00
Valor nutricional calculado

Energia metabolizavel, kcal/kg 2900,00 2900,00 2900,00
Proteina bruta, % 22,00 22,00 22,00
Calcio, % 0,90 0,90 0,90
Fésforo disponivel, % 0,38 0,38 0,38
Fibra bruta,% 2,29 2,09 2,88
Metionina digestivel,% 0,42 0,42 0,42
Metionina+cistina digestivel, % 0,69 0,68 0,71
Lisina digestivel, % 1,11 1,10 1,10
Sédio, % 0,18 0,18 0,18

Sinal isotopico (MédiaxDP, n=3) -28,79+ 0,37  -28,38+0,03 -18,44+0,26

ASFB™: dieta a base quirera de arroz sem adicdo de farinha de carne e ossos bovino; ASFCO™: dieta a base de quirera de arroz
adicionada de farinha de carne e 0ssos bovinos; MSFCO™": dieta a base de milho adicionada de farinha de carne e 0ssos bovinos e
Suplemento vitaminico/mineral™”, niveis de garantia/kg de ragéo: Vit. A 6999,99 UI, Vit. D3 2000,00 UI, Vit. E 5,00 Ul, Vit. K
1,59 mg, Vit. B2 3 mg, Vit. B12 8,00 mg, niacina 20,00 mg, acido pantoténico 5,00 mg, colina 0,23 g, cobre 8,00 mg, ferro 50 mg,
manganés 90 mg, zinco 50 mg, iodo 1,20 mg, selénio 0, 20 mg, B.H.T. 15,00 mg, bacitracina de zinco 20,00 mg.
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Tabela 2. Composicéo centesimal, valor nutricional calculada e sinal isotdpico das

dietas da fase de postura.

Ingredientes (%) MSFCO" ASFCO™
Milho, gréo 56,99 -
Soja, farelo 30,64 29,47
Soja, 6leo bruto 1,13 1,98
Arroz, quirera - 57,06
Farinha de carne e 0ss0s 3,72 4,15
Fosfato bicalcico - -
Calcario calcitico 6,70 6,54
DL-Metionina 0,23 0,22
Suplemento vit+min~ 0,30 0,30
Sal comum 0,29 0,28
Total 100,00 100,00
Valor nutricional calculado

Energia metabolizavel, kcal/kg 2800,00 2800,00
Proteina bruta, % 20,00 20,00
Calcio, % 3,10 3,10
Faosforo disponivel, % 0,32 0,32
Fibra bruta,% 2,66 1,90
Metionina digestivel,% 0,50 0,50
Metionina+cistina digestivel, % 0,76 0,73
Lisina digestivel, % 0,96 0,96
Sédio, % 0,15 0,15
Sinal isotdpico (MédiaxDP, n=3) -18,19+0,13 -27,63+0,36

MSFCO": dieta & base milho com adigéo de farinha de carne e 0ssos bovinos; ASFCO™": dieta a base de quirera de arroz adicionada
de farinha de carne e ossos bovinos; Suplemento vitaminico/mineral™, niveis de garantia/kg de ragdo: Vit. A 6999,99 Ul, Vit. D3
2000,00 UI, Vit. E 5,00 Ul, Vit. K 1,599 mg, Vit. B2 3 mg, Vit. B12 8,00 mg, niacina 20,00 mg, &cido pantoténico 5,00 mg, colina
0,23 g, cobre 8,00 mg, ferro 50 mg, manganés 90 mg, zinco 50 mg, iodo 1,20 mg, selénio 0, 20 mg, B.H.T. 15,00 mg, bacitracina de
zinco 20,00 mg.

Coletas e preparo de amostras

Durante as seis primeiras coletas foi realizado um pool de trés aves para compor
cada amostra, devido ao tamanho corporal da espécie. Até a sétima coleta as codornas
eram sacrificadas por deslocamento da articulagdo cranio-cervical, nas demais as coletas

de sangue foram colhidas da veia braquial, da asa esquerda das aves, com seringa e
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agulha descartavel, sendo que cada ave analisada representou uma medida da unidade
experimental.

Aproximadamente 2 mL de sangue era coletado de cada ave, esta quantidade era
fracionada em 0,7 mL em microtubos plasticos para a amostragem de sangue e o
restante em tubos de ensaio devidamente heparinizados e identificados.

Os tubos de ensaio foram centrifugados a uma velocidade de 5000 rpm em
duracdo de 10 minutos. Apos esta etapa o plasma foi pipetado em microtubos
identificados e assim armazenados para 0 processamento.

Na etapa do processamento, as amostras foram liofilizadas em aparelho L108
(Liobras®). Primeiramente as amostras contidas nos microtubos plasticos foram
acomodadas nas bandejas do equipamento. Estas bandejas foram acondicionadas em
caixa criogénica contendo nitrogénio liquido, dando inicio ao processo de congelamento
das amostras por 5 minutos.

Apds este periodo estas bandejas foram retiradas da caixa criogénica e colocadas
no liofilizador. A duracdo do processo de liofilizacdo de 48 horas, a vacuo, a -55°C e
pressdo em torno de 50uHg.

As amostras das dietas foram moidas em moinho criogénico (Spex Sample Prep,
modelo Geno/Grinder 2010), a —196°C por 8 minutos, em frequéncia maxima a fim de
obter material homogéneo de finissima granulometria, com aspecto de talco (Ducatti,
2004).

As andlises isotopicas das amostras foram realizadas no Centro de Isétopos
Estaveis Ambientais do Instituto de Biociéncias (CIEA/IBB) da UNESP, Campus de

Botucatu, de forma que o material liofilizado foi colocado em capsulas de estanho e
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pesados em balanca analitica de alta sensibilidade, aproximadamente, 50 a 70 ug de
amostras de sangue e dietas e 70 a 90 ug de plasma.

ApOls a pesagem as capsulas foram introduzidas, por meio de um amostrador
automatico no analisador Elementar, Flash 2000 Organic Elemental Analyzer EA for
IRMS, no qual, em presenca de oxigénio e oxido de cobre, foram queimadas
quantitativamente para dioxido de carbono. Os gases formados foram separados em
colunas cromatograficas gasosa e analisados no espectrometro de massa de razdes
isotopicas (Delta V Advantage Isotope Ratio MS, Thermo Scientific, Alemanha).

Os resultados serdo expressos em notacdo &°C, em relacdo ao padrdo
PeedeeBelemnite (PDB), com erro de analise da ordem de 0,2%o e calculado pela

equacéo 1:

813C(amostra, padréao) = [(Ramostra/ Rpadra"lo) - 1] X 103 (1)

Onde: §'*C = enriquecimento relativo da razéo **C/*2C da amostra em relagéo ao
padrdo PDB, em partes per mil (%o) ¢ R = razdo isotépica (“*C/**C) da amostra e do
padréo.

Para mensurar o turnover isotopico do carbono (diluicdo isotopica) em um
determinado intervalo de tempo, foi empregada a funcdo exponencial do tempo expressa

pela equacgéo 2 (Ducatti et al., 2002):

§Bc(t) = 8¢ (f) + [8'3C (i) - 8*°C(f)e™ 2)
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Onde: 8C(t) = enriquecimento isotopico do tecido em qualquer tempo (t);
813C(f) = enriquecimento isotopico do tecido no patamar de equilibrio, ou condicdo
final; 8*3C(i) = enriquecimento isotépico do tecido, na condicéo inicial; k = constante de
troca (turnover) em dia™ e t = tempo (em dias) a partir da substituicdo da dieta.

A constante k engloba os processos de turnover metabdlico de carbono e o
acréscimo de compostos de carbono, ambos para o processo de diluicdo isotdpica do
carbono.

Para determinar o tempo de troca de 50% (meia-vida) e 99% de atomos de

carbono, serd utilizada a equagéo 3:

t= (-1/k) In (1-f) 3)

Onde: t = tempo de troca do carbono; k = constante de troca (turnover) em
unidades de tempo™e f = fragdo de 4tomos trocados, neste caso 0,50 e 0,99.

O calculo de troca total fornece confiabilidade no calculo de meia-vida, ou seja,
se 0 periodo experimental foi necessario para que ocorresse a troca total dos carbonos

entdo o parametro meia-vida serve para comparacao dos tratamentos.

Analise dos dados

Os resultados da incorporacdo de &°C no sangue e plasma na fase de
crescimento foram interpretados estatisticamente aplicando-se o teste t a 5% de
probabilidade para a comparacao das médias.

Os dados obtidos na fase de crescimento e postura foram analisados através do

método de equacdes exponenciais do MINITAB®16 Statistical Software 2010.
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3. Resultados e Discussao

O valor do 8"3C do sangue e plasma das aves foi alterado gradativamente ao
longo do tempo até alcancar o patamar de equilibrio. As Figuras 1, 2, 3 e 4
representaram os ajustes das dilui¢Ges isotdpicas do sangue e plasma durante o periodo
experimental (crescimento e postura).

No periodo de crescimento o sinal isotopico inicial foi em media de -19,28%o
para 0 ASFB e -19,38%. (Figura 1) para o tratamento ASFCO. Com o término desta
fase os valores calculados foram de -26,60 e -26,25%., respectivamente.

O plasma coletado no dia zero apresentou valores medios de -19,45 e -19,51%.,
para os tratamentos ASFB e ASFCO. Aos 43 dias de idade os valores isotdpicos
chegaram a -27,46 e -26,94%o (Figura 2), respectivamente para os tratamentos citados

acima.
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Figura 1 Curvas de diluicdo isotdpica do carbono no sangue das codornas dos

tratamentos ASFB (a) e ASFCO (b) no periodo de crescimento.
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Figura 2. Curvas de diluicdo isotopica do carbono no plasma das codornas dos

tratamentos ASFB (a) e ASFCO (b) no periodo de crescimento.

Tabela 3. Média e desvio padrdo dos valores de 8™C do sangue por dia de idade

expressos em %o dos tratamentos ASFB e ASFCO.

Dias de idade ASFB ASFCO
2 -20,16%0,31 -19,91+0,20
3 -20,95+0,19 -21,14+0,24
4 -22,47+0,50 -21,96%0,51
6 -23,35+0,25 -23,08+0,37
8 -24,53+0,36* -23,43+0,65*
11 -25,2610,48* -24,37%0,24*
15 -26,02+0,23* -25,53%0,23*
20 -26,37%0,44* -25,75%0,13*
26 -26,60+0,09* -26,15+0,20*
33 -26,12+0,05 -26,23%0,32
43 -26,38+0,34 -26,12+0,057

*Médias que se diferem pelo Teste t (P<0,05) expresso na mesma linha



Tabela 4. Média e desvio padrio dos valores de §"*C do plasma por dia de idade

expressos em %o dos tratamentos ASFB e ASFCO
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Dias de idade ASFB ASFCO
2 -20,92+0,40 -20,94+0,29
3 -23,40%0,69 -23,51+0,67
4 -24,74+0,49 -24,57%0,13
6 -26,16+0,31 -25,83+0,23
8 -26,75%0,31* -26,05%0,26*
11 -26,92+0,40 -26,80%0,46
15 -27,12+0,31* -26,72%0,09*
20 -27,36x0,31* -26,44+0,60*
26 -27,4010,13* -26,81+0,18*
33 -27,4010,11* -26,53%0,93*
43 -27,87+0,61 -27,41+0,30

*Meédias que se diferem pelo Teste t (P<0,05) expresso na mesma linha

Os valores isotdpicos do sangue e plasma nos dias de coleta (Tabelas 3 e 4) entre

os tratamentos foram diferentes a partir do dia oito (P<0,05), esta diferenca pode ser

consequéncia das dietas possuirem sinais isotopicos distintos.

Observou-se que em decorréncia da inclusdo de farinha de carne e 0ssos bovinos

(FCO) nas dietas, houve enriquecimento nos valores isotépicos de *3C (enriquecimento

de 0,41%o0 entre clas). Esse fato ocorreu provavelmente, devido as variacdes na

composigdo percentual dos ingredientes nas dietas. Como as ragdes foram formuladas

para serem isocaldricas e isoprotéicas entre si, com a inclusdo de farinha de carne e

0ss0s bovinos na racdo, diminuiu-se a percentagem de farelo e dleo de soja (Tabela 1),

dados corroborados por Carrijo et al. (2006), Méri et al., (2007) e Denadai et al.,



34

(2008), que também incluiram farinhas de origem animal em dietas para frangos de
corte, codornas de corte e poedeiras comerciais; respectivamente.
Através do modelo exponencial proposto, obteve-se a meia-vida e troca de 99%

dos carbonos (troca total) para o sangue e plasma do periodo de crescimento (Tabela 5).

Tabela 5. Valores calculados em unidade dias da meia-vida (T) e troca de total de

atomos de carbono (tgs)) do sangue e plasma das codornas no periodo de crescimento.

Material coletado Tratamentos T t(90%)
ASFB 49 32,3
Sangue
ASFCO 4,2 28,2
ASFB 2,1 14
Plasma
ASFCO 1,9 13,2

Por meio da observacdo do tempo de troca total de carbonos (Tabela 5), pode-se
notar que o tempo experimental da fase de crescimento foi suficiente para que ocorresse
incorporacdo do novo sinal isotpico no sangue e plasma, pois levou 32,3 e 28,2 dias
para incorporacdo de 99% no sangue e 14 e 13,2 dias no plasma e o tempo de avaliacao
foi de 43 dias.

A incorporacgdo da dieta contendo farinha de carne e ossos bovinos foi 14,3 e
9,5% mais rapida para o sangue e plasma respectivamente, quando comparada a dieta
com fosfato bicélcico o que pode ser explicada pela disponibilidade de nutrientes.
Segundo Pozza et al. (2005), as diferencas entre os coeficientes de digestibilidade dos
aminoacidos, além de ser influenciadas pela composicdo da matéria-prima utilizada,
podem ainda ser decorrentes do processamento térmico ao qual as farinhas sdo
submetidas. Ao serem contrastadas as digestibilidades médias dos aminoacidos

essenciais e ndo-essenciais, nota-se a superioridade dos essenciais, 0 que, segundo Ost
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et al. (2007), pode indicar um mecanismo do organismo das aves para melhor
aproveitamento dos aminoacidos nutricionalmente indispensaveis.

O sinal isotopico no inicio do periodo de postura do sangue das codornas do
tratamento ASFCO-MSFCO, ou seja, com 50 dias de idade foi de -19,66%o € ao término
de -26,37%o0 (Figura 3) e das aves do tratamento MSFCO-ASFCO de -19,93%. para
-26,31%o (Figura 3) com a troca das dietas.

Nos tratamentos ASFCO-MSFCO e MSFCO-ASFCO o sinal isotopico inicial do
plasma que eram de -28,39%. e -18,93%., passaram para -19,75%. e -27,71%o,
respectivamente, com a troca da dieta (Figura 4).

a) b)
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Figura 3. Curvas de diluicdo isotdpica do carbono no sangue das codornas dos

tratamentos ASFCO-MSFCO (a) e MSFCO-ASFCO (b) no periodo de postura
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Figura 4. Curvas de diluicdo isotopica do carbono no plasma das codornas dos

tratamentos ASFCO-MSFCO (a) e MSFCO-ASFCO (b) no periodo de postura.

Na Tabela 6 é possivel observar os resultados da meia-vida e a troca de 99% dos
carbonos para o sangue e plasma do periodo de postura. O tempo experimental de 49
dias foi suficiente para que ocorresse incorporacdo do novo sinal isotdpico no sangue e
plasma das aves, pois a duracdo do turnover de 99% de atomos de carbono foi de 48,2 e
47,8 dias para 0 sangue e 9,7 e 8,4 dias para o plasma.

Além disso, a incorporacdo da dieta C; foi 1,4 e 14% mais rapida para o sangue
e plasma respectivamente, o que pode ser explicado pelas diferengas histo-anatémica
destes dois grupos fotossintéticos.

Na composicdo quimica do arroz quirera e milho a percentagem de amido
encontrado é de 74,45 e 62,66; respectivamente. Em relacdo aos aminoacidos limitantes,
metionina e lisina, os valores digestiveis (%) sdo 0,17 e 0,24 para a quirera de arroz e de
0,15 e 0,19 para o milho (Rostagno et al., 2011). Ou seja, plantas do ciclo fotossintético

C; tanto histo-anatomicamente quanto bromatologicamente possuem elementos mais
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biodisponiveis do que as plantas C4, fatores que podem justificar a diferenca de

incorporacao.

Tabela 6. Valores calculados em unidade dias da meia-vida (T) e troca de total de

atomos de carbono (tege)) do sangue e plasma das codornas a partir da substitui¢do das

dietas.
Material coletado Tratamentos T t(99%)
Sangue ASFCO-MSFCO 7,3 48,2
MSFCO-ASFCO 7,2 47,8
Plasma ASFCO-MSFCO 1,4 9,7
MSFCO-ASFCO 1,2 8,4

E notavel que o tempo de incorporacio do novo sinal isotdpico no plasma é mais
rapido tanto no periodo de crescimento quanto ao de postura quando comparado ao do
sangue (Tabela 5 e 6).

Estes resultados estdo de acordo com Hobson & Clark (1993) que observaram
maiores taxas de turnover do carbono para a fracdo plasma comparado a fragdo de
celulas sanguineas em corvos americanos (Corvus brachyrhynchos) e Pearson et al.
(2003), que através de estudos indicaram que o plasma sanguineo fornece informacdes
de curto prazo (cerca de 1-4 dias), enquanto o sangue total fornece informagfes mais
tardias (cerca de 8-12 dias) porque suas células tém maior longevidade do que o0s
constituintes do plasma, tendo um ritmo mais lento na taxa de turnover.

O calculo do tempo de troca total na substituigdo das dietas foi importante para
concluir o quanto de troca total dos carbonos que o periodo experimental possibilitou.

Quanto maior a troca maior ¢ a confiabilidade do valor da meia-vida.
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O valor confidvel da meia-vida permite obter com garantia 0 tempo necessario
para que o animal realize a troca total do sinal isotopico de uma nova dieta. Esta
ferramenta pode ser utilizada, por exemplo, em auditorias evitando fraudes.

A hematopoiese (do grego: haima, haimatos: sangue; e poiein: fazer) no
momento do nascimento € praticamente toda medular. ApOGs 0 nascimento, a
hematopoiese limita-se exclusivamente a medula éssea e compreende duas etapas: a
infantil, que envolve a medula de todos o0s 0ss0s, € a adulta, somente a medula dos 0ssos
chatos e a das extremidades dos 0ssos longos. Esta informacéo pode ser utilizada para
justificar a atividade hematopoiética limitada na fase adulta das codornas, ou seja,
turnover do sangue mais lento na fase adulta das aves. Estudos realizados por Hobson &
Clark (1992) foram realizados com codorna que ja tinha alcancado o tamanho adulto, a
fim de garantir que as mudancas nos valores de is6topos dos tecidos refletem o turnover
do carbono verdadeiro e ndo uma combinacao de crescimento e turnover.

Outra hipotese € que a taxa de crescimento é modificada como resultado do
balanco entre os processos anabdlicos e catabolicos teciduais. No inicio, a taxa de
anabolismo é maior que a taxa de catabolismo, e 0 tecido cresce. Com o0 passar do
tempo, a diferenca entre os processos anabolicos e catabolicos vai diminuindo, portanto
a taxa de turnover é alterada de acordo com a idade do animal (Macari et al., 2008)

Uma das funcbes do sangue é absorcdo e transporte de nutrientes do Iumen
intestinal para o figado e demais tecidos e em relacdo ao plasma sanguineo a albumina,
uma de suas principais proteinas, atua como transportadora de muitas substancias,
incluindo &cidos graxos livres, &cidos biliares, bilirrubina, céations, microelementos e

muitos farmacos. Estes sdo um dos motivos pela utilizacdo do sangue e seus
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constituintes em trabalhos, buscando no metabolismo da absorcdo de dietas para

justificar diferentes taxas de turnover sem que o animal seja sacrificado.

4, Conclusoes

De acordo com a realizacdo do estudo, pode-se concluir que com a utilizacdo da
técnica dos is6topos estaveis de *C foi possivel observar que o reflexo do sinal
isotopico € mais rapido no tratamento com farinha de carne e o0ssos em relacdo ao de
fosfato bicalcico na fase de crescimento e o turnover de dietas C; para C4 e C4 para C; na

fase de postura, resultando a incorporacdo mais lenta de dietas a base de plantas C4 no sangue e

plasma de codornas japonesas.
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CAPITULO 111

UTILIZACAO DE OVOS DE CODORNAS JAPONESAS
(COTURNIX COTURNIX JAPONICA) PARA ANALISE DA

TAXA DO TURNOVER ISOTOPICO DO $°C
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Utilizacdo de ovos de codornas japonesas (Coturnix coturnix

japonica) para analise da taxa do turnover isotépico do 8-°C

RESUMO - O estudo objetivou avaliar o turnover do *3C pela substituicéo de dietas do
ciclo fotossintético C3 para C4 e C4 para Cs nas estruturas que sintetizam ovos (albumen
+ gema), albumen e gema de codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica)
utilizando a técnica de is6topos estaveis. Foram utilizadas 216 codornas japonesas, com
50 dias de idade, distribuidas em dois tratamentos em um periodo experimental de 48
dias. Anteriores aos 50 dias de idade metade das codornas consumiam dieta a base de
plantas C4 (milho) e a outra metade a base de plantas C; (arroz), ambas contendo farinha
de carne e 0ssos bovinos. Houve substituicdo dessas dietas no periodo experimental,
dieta a base C3 para C, e vice versa. No total 12 ovos foram coletados de cada
tratamento por dia de coleta, separando 6 para amostragem de ovo inteiro
(gema+albumen) e 6 para albimen e gema. As coletas foram realizadas nos dias de
idade das codornas: 50, 51, 52, 54, 57, 60, 64, 68, 73, 78, 85, 91 e 98. Para determinar a
taxa de turnover foi empregado o modelo exponencial de diluicdo isotopica, mediante
os resultados foi possivel observar que o tempo experimental de 48 dias foi suficiente
para que ocorresse o turnover total nos ovos e suas fragdes, pois levaram 27,4 e 20,6;
28,6 e 27,3; 18,2 e 19,5 dias para a incorporacdo de 99% dos &tomos de carbono da
nova dieta nos ovos, gema e albumen respectivamente. O reflexo do sinal isotopico da
dieta foi mais rapido no albdmen, seguido pelo ovo e gema.

Palavras-chave: Albumen, gema, ovo inteiro, diluicdo isotopica, plantas Cs e C,4
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Use of japanese quail eggs (Coturnix coturnix japonica) to

analyze the rate of turnover of $'°C isotopic

ABSTRACT - The study aimed to assess the turnover of **C for replacing diets for C,
photosynthesis cycle C3 and C4 to Cs structures which synthesize eggs (albumen +
yolk), albumen and yolk japanese quail (Coturnix coturnix japonica) using the stable
isotope technique . 216 Japanese quails were used, with 50 days of age were assigned to
two treatments in a trial period of 48 days. Prior to 50 days of age half of quail
consumed diet based on C,4 plants (maize) and half the base of Cs plants (rice), both
containing meat and cattle bones. These diets were replaced during experimental diet
based C;3 to C4 and vice versa. In total 12 eggs were collected from each treatment per
day collecting, separating 6 for sampling whole egg (yolk + albumen) and 6 for
albumen and yolk. The collections were made in the old days the quails: 50, 51, 52, 54,
57, 60, 64, 68, 73, 78, 85, 91 and 98. To determine the rate of employee turnover was
the exponential model of isotopic dilution by the results it was observed that the
experimental time of 48 days was enough that occurred the total turnover in eggs and
their fractions, as led 27,4 and 20,6; 28,6 and 27,3; 18,2 and 19,5 days for the
incorporation of 99% of the carbon atoms of the new diet on eggs, yolk and albumen
respectively. The reflection of the isotopic signal of the diet was faster in albumen,
followed by the egg and yolk.

Key word: Albumen, yolk, whole egg, isotopic dilution, C3 and C, plants.
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1. Introducéao

A palavra “is6topo” vem do grego ISO = igual ou mesmo e TOPOS = lugar, 0
que se refere a uma posicdo comum na tabela periddica de um elemento especifico;
onde o is6topo possui 0 mesmo ndmero de protons e namero diferente de néutrons
(Ferreira, 2011). O termo estavel refere-se a a&tomos que ndo emitem radiacao.

Os is6topos estaveis de varios elementos sdo formados por um is6topo
dominante (ex: *2C, N, 0, %S, e *H), e um ou dois is6topos mais pesados (ex: *C,
BN, 10, 80, *s, *s e ?H) com uma abundancia natural menor (Ducatti, 2012). Sdo
estes isdtopos de baixa abundéncia que incitam a novas oportunidades para o uso de
istopos como tracadores em estudos bioguimicos, bioldgicos e ambientais.

Existe um processo de discriminacdo isotopica que é chamado de fracionamento
isotopico, o qual pode ser resumido como enriquecimento ou empobrecimento do
isétopo pesado da amostra em estudo em relacdo a sua fonte (Pereira, 2007).

As plantas apresentam grupos distintos quanto a sua caracterizacdo isotopica,
principalmente com relacdo aos valores de 8"C. As plantas Cs; e C4 apresentam
mecanismo fisioldgico que discriminam diferentemente o carbono atmosférico. No ciclo
fotossintético C3 as plantas fixam o carbono via ciclo de Calvin e discriminam o CO»,
apresentando um valor médio de 8"3C de -27%o, enquanto que as plantas do ciclo C,
fixam CO, via ciclo de HatschSlack, no qual ocorre menor discriminagdo do CO,,
originando valor médio de 8*3C de -13%o (Boutton, 1996).

Os animais podem apresentar, nos seus tecidos celulares, composicdes isotopicas
diferentes das caracteristicas dos alimentos que consomem, talvez devido a trés fatores:

“memoria” isotdpica; fracionamento metabdlico e direcionamento isotopico. O termo
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memoria isotopica significa que as alteracGes nas dietas dos animais ndo provocam
mudancas imediatas na composi¢ao isotopica de seus tecidos (Lima, 2010).

A dindmica de incorporagdo isotdpica depende de varios fatores, como o
tamanho e a taxa de crescimento do animal, a composic¢do nutricional das dietas, ou o
turnover catabdlico inerente ao tipo de tecido bioldgico (Reich et al., 2008).

Os tecidos mais ativos metabolicamente (figado e plasma sanguineo) possuem
taxas de turnover mais elevadas, refletindo a dieta recente, de poucos dias. Tecidos com
taxas metabdlicas intermedirias refletem dietas de semanas a meses, como no caso do
musculo, pele, cérebro e hemaécias, enquanto que tecidos menos ativos, como dentes e
barbatanas, dietas de anos (Tieszen et al., 1983; Hobson & Clark, 1992; Walker et al.,
1999; Alves-Stanley & Worthy, 2009).

No ovo, assim como em outros produtos de origem animal (leite, fezes) ndo €
possivel calcular a taxa de renovacao tecidual (turnover), uma vez que estes ndo sao
considerados tecidos. Entretanto, o estudo do “turnover” nestes produtos indica a taxa
de deposicdo dos nutrientes para a sua formacao, refletindo o metabolismo dos tecidos
que geraram estes produtos. (Denadai et al., 2006).

De acordo com Carrijo et al. (2000) a analise isotépica de 5*3C em ovos de aves
poedeiras permite uma avaliacdo precisa de possiveis alteracbes na composicao das
racOes, através de multiplas amostragens, em curto espago de tempo, sem o sacrificio do
animal.

Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o turnover do °C
pela substituicdo de dietas do ciclo fotossintético C; para C4 e C4 para Cz nos
componentes que sintetizam os ovos utilizando a técnica de is6topos estaveis na gema,

alblimen e ovo inteiro.
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2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido na UNESP, Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - Campus de Botucatu/SP, na Camara
Bioclimatica, durante os meses de marco a maio de 2012.

Foram utilizadas 216 codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) com 50
dias de idade. O protocolo experimental (n°56/2011-CEUA/FMVZ) foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) por estar de acordo com 0s principios
éticos na experimentacdo animal desta Universidade.

As aves foram alojadas com 43 dias de idade em camara climatica para periodo
de adaptacdo e, posteriormente, iniciando o periodo experimental sete dias apos o
alojamento.

A camara bioclimatica possuia 4,30 m de comprimento por 4,50 m de largura e
2,60 m de altura. A sala continha duas baterias de gaiolas, sendo a capacidade de cada
uma para 180 aves. Cada bateria composta de cinco andares, com duas gaiolas por
andar, com 1,00 m de comprimento por 0,34 m de largura e 0,16 m de altura. As gaiolas
foram equipadas com comedouros, de chapa metélica galvanizada, e bebedouros tipo
nipples.

Foram utilizadas apenas as gaiolas dos trés primeiros andares. A densidade de
alojamento utilizada foi de 0,019 m?/ave. A temperatura e ventilagdo foram controladas
a fim de manter-se na zona de conforto térmico (temperatura termoneutra) durante todo
0 periodo de criagé&o.

O resfriamento das salas foi realizado através da utilizagdo de aparelhos de ar
condicionado, dotados de controle automatico de temperatura e o programa de luz

utilizado no periodo experimental foi de 17 horas de luz.
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O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com dois
tratamentos, sendo cada tratamento com seis repeticdes. Os tratamentos consistiam de
troca de alimentacdo C, para C3 e C3 para C4, OU Seja: as aves que receberam dieta
contendo arroz quirera (ASFCO) na fase de crescimento passaram a receber dieta
contendo milho moido (MSFCO) na fase de postura e as codornas que receberam
MSFCO na fase de crescimento passaram a receber ASFCO na fase de postura.

As dietas experimentais foram formuladas de modo a atender as exigéncias das
aves e 0s ingredientes utilizados estiveram seus teores de proteina, célcio, fosforo,
energia metabolizadvel e aminoacidos, estabelecidos por Rostagno et al. (2011). A
formulacdo, composicdo nutricional e o valor isotdpico das dietas, estdo descritas nas
Tabelas 1 e 2.

Apds a formulacdo foram colhidas amostras para a determinacdo da razéo
isotépica *C/*°C dessas dietas.

Aos 50, 51, 52, 54, 57, 60, 64, 68, 73, 78, 85, 91 e 98 dias de idade de foram
coletados aleatoriamente 12 ovos por tratamento, para a coleta das amostras de gema,
albumen e ovo (gema + albumen).

Seis ovos foram utilizados para a amostragem de gema e albdmen. Apos a
separagdo as amostras foram armazenadas em microtubos plasticos devidamente
identificados e congelados a -18°C. Separadamente, 0S outros Sseis 0v0S
homogeneizados para amostragem de ovo inteiro (gema + albumen). As amostras

foram identificadas e congeladas a -18°C para armazenagem.
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Tabela 1. Composicdo centesimal, valor nutricional calculado e sinal isotopico das

dietas da fase de crescimento.

Ingredientes (%) *MSFCO **ASFCO
Milho, gréo 59,72 -
Soja, farelo 33,71 32,55
Soja, 6leo bruto 0,07 0,97
Arroz, quirera 0,53 60,28
Farinha de carne e 0ss0s 4,60 5,00
Calcario calcitico 0,54 0,39
DL-Metionina 0,13 0,12
L-Lisina 0,06 0,05
***Suplemento vit+min 0,30 0,30
Sal comum 0,34 0,34
Total 100,00 100,00
Valor nutricional calculado

Energia metabolizavel, kcal/kg 2900,00 2900,00
Proteina bruta, % 22,00 22,00
Calcio, % 0,90 0,90
Faésforo disponivel, % 0,38 0,38
Fibra bruta,% 2,88 2,09
Metionina digestivel,% 0,42 0,42
Metionina+cistinadigestivel, % 0,71 0,68
Lisina digestivel, % 1,10 1,10
Sédio, % 0,18 0,18
Sinal isotdpico (MédiaxDP, n=3) -18,44+0,26 -28,38+0,03

*MSFCO: dieta a base milho com adicéo de farinha de carne e ossos bovino; **ASFCO: dieta a base de quirera de arroz adicionada
de farinha de carne e 0ssos bovinos; ***Suplemento vitaminico/mineral, niveis de garantia/kg de racdo: Vit. A 6999,99 Ul, Vit. D3
2000,00 UI, Vit. E 5,00 UI, Vit. K 1,599 mg, Vit. B2 3 mg, Vit. B12 8,00 mg, niacina 20,00 mg, acido pantoténico 5,00 mg, colina
0,23 g, cobre 8,00 mg, ferro 50 mg, manganés 90 mg, zinco 50 mg, iodo 1,20 mg, selénio 0, 20,001 mg, B.H.T. 15,00 mg,
bacitracina de zinco 20,00 mg.
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Tabela 2. Composicéo centesimal, valor nutricional calculado e sinal isotopico das

dietas da fase de postura (50-98 dias de idade)

Ingredientes (%) *MSFCO **ASFCO
Milho, gréo 56,99 -
Soja, farelo 30,64 29,47
Soja, 6leo bruto 1,13 1,98
Arroz, quirera - 57,06
Farinha de carne e 0ss0s 3,72 4,15
Calcario calcitico 6,70 6,54
DL-Metionina 0,23 0,22
***Suplemento vit+min 0,30 0,30
Sal comum 0,29 0,28
Total 100,00 100,00
Valor nutricional calculado

Energia metabolizavel, kcal/kg 2800,00 2800,00
Proteina bruta, % 20,00 20,00
Calcio, % 3,10 3,10
Faésforo disponivel, % 0,32 0,32
Fibra bruta,% 2,65 1,89
Metionina digestivel,% 0,49 0,49
Metionina+cistinadigestivel, % 0,76 0,72
Lisina digestivel, % 0,95 0,96
Sédio, % 0,15 0,15
Sinal isotdpico (MédiaxDP, n=3) -18,19+0,13 -27,63+0,36

*MSFCO: dieta a base milho com adigéo de farinha de carne e ossos bovino; **ASFCO: dieta a base de quirera de arroz adicionada
de farinha de carne e 0ssos bovinos; ***Suplemento vitaminico/mineral, niveis de garantia/kg de racdo: Vit. A 6999,99 Ul, Vit. D3
2000,00 UI, Vit. E 5,00 UI, Vit. K 1,599 mg, Vit. B2 3 mg, Vit. B12 8,00 mg, niacina 20,00 mg, acido pantoténico 5,00 mg, colina
0,23 g, cobre 8,00 mg, ferro 50 mg, manganés 90 mg, zinco 50 mg, iodo 1,20 mg, selénio 0, 20,001 mg, B.H.T. 15,00 mg,
bacitracina de zinco 20,00 mg.

Na etapa do processamento, as amostras foram liofilizadas em aparelho L108
(Liobras®). As amostras contidas nos microtubos foram acomodadas nas bandejas do
equipamento. Estas bandejas foram acondicionadas em caixa criogénica contendo
nitrogénio liquido, dando inicio ao processo de congelamento das amostras por 5

minutos. ApoOs este periodo estas bandejas foram retiradas da caixa criogénica e
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colocadas no liofilizador. A duragdo do processo de liofilizacdo de 48 horas, a vacuo, a

-55°C e pressdao em torno de 50pHg.

Depois de secas as amostras de ovo inteiro (gema + albimen) e gema foram
acondicionadas em papel filtro devidamente identificadas para a extracdo de gordura
feita no Laboratdrio de Analises Bromatoldgicas da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da UNESP, Campus de Botucatu. Os lipideos das amostras de ovo e gema
foram extraidos porque esses sao relativamente pobres em carbono-13, e a extragao
deles facilita a comparacdo entre tecidos e fracBes com proporcdes lipidicas distintas
(tecidos e dietas) (Tieszen et al., 1983). De acordo com Denadai et al. (2006) as
amostras foram imersas em éter etilico no aparelho Soxhlet e mantidas sob temperatura
em torno de 55 a 65°C por 4 horas. Apds este periodo as amostras foram suspensas
durante uma hora para que apenas éter recondicionado as lavasse. Posteriormente as
amostras foram retiradas do aparelho e secas em estufa de ventilacdo forcada durante
uma hora para que houvesse evaporacao do éter.

As amostras de ovos, albumen, gema e dietas foram moidas em moinho
criogénico (Spex Sample Prep, modelo Geno/Grinder 2010), a —196°C por trés minutos
para 0s 0vV0s e componentes e oito minutos para as dietas, em frequéncia maxima a fim
de obter material homogéneo de finissima granulometria, com aspecto de talco (Ducatti,
2012).

As analises isotopicas das amostras foram realizadas no Centro de Isotopos
Estaveis Ambientais do Instituto de Biociéncias (CIEA/IBB) da UNESP, Campus de
Botucatu, de forma que o material moido foi colocado em cépsula de estanho e pesado
em balanca analitica de alta sensibilidade, aproximadamente, 50 a 70 ug de amostras

das dietas e ovos e suas fragdes (gema e alblmen).
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ApOls a pesagem as capsulas foram introduzidas, por meio de um amostrador
automatico no analisador Elementar, Flash 2000 Organic Elemental Analyzer EA for
IRMS, no qual, em presenca de oxigénio e oxido de cobre, foram queimadas
quantitativamente para dioxido de carbono. Os gases formados foram separados em
colunas cromatogréficas gasosa e analisado no espectrometro de massa de razoes
isotopicas (Delta V Advantage Isotope Ratio MS, Thermo Scientific, Alemanha).

Os resultados foram expressos em notacdo &°C, em relacdo ao padrio
PeedeeBelemnite (PDB), com erro de analise da ordem de 0,2%o e calculado pela

equacéo 1:

813C(amostra, padrio) = [(Ramostra/ Rpadra"lo) - l] X 103 (1)

Onde: §'*C = enriquecimento relativo da razao **C/**C da amostra em relacdo ao
padrdo PDB, em partes per mil (%o) ¢ R = razdo isotépica (“°C/**C) da amostra e do
padréo. Adimensional.

Para mensurar o turnover isotopico do carbono (diluicdo isotopica) em
determinado intervalo de tempo, foi empregada a funcdo exponencial do tempo expressa

pela equagédo 2 (DUCATTI et al., 2002):

8" Cyy=8"C + [57°C ()~ 8 °Crple™ (2)

Onde: 8130(0 = enriquecimento isotopico do tecido em qualquer tempo (t); 813C(f)

= enriquecimento isotopico do tecido no patamar de equilibrio, ou condicdo final, 813C(i)
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= enriquecimento isotdpico do tecido, na condicdo inicial; k = constante de troca
(turnover) em dia™ e t = tempo (em dias) a partir da substituicdo da dieta.

A constante k engloba os processos de turnover metabdlico de carbono e o
acréscimo de compostos de carbono, ambos para o processo de diluicdo isotopica do
carbono.

Para determinar o tempo de troca de 50% (meia-vida) e 99% de atomos de

carbono foi utilizada a equacédo 3:

t= (-1/k) In (1-f) 3)

Onde: t = tempo de troca do carbono; k = constante de troca (turnover) em
unidades de tempo™ e f = fragdo de 4&tomos trocados, neste caso 0,50 e 0,99.

O calculo de troca total fornece confiabilidade no calculo de meia-vida, ou seja,
se 0 periodo experimental foi necessario para que ocorresse toda troca dos carbonos da
fracdo avaliada pelos da nova deita, s6 assim o parametro meia-vida serve para
comparacao dos tratamentos.

Os dados obtidos foram analisados através do método de equagBes exponenciais

do MINITAB®16 Statistical Software 2010.

3. Resultados e Discussao

Durante o periodo experimental o valor do §'*C dos ovos (gema + alblimen) e de
suas fragdes (gema e albumen) foi alterado gradativamente ao longo do tempo até
alcancar o novo patamar de equilibrio. As Figuras 1, 2 e 3 representam 0s ajustes das

diluices isotdpicas do ovo, gema e alblmen, respectivamente.
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Figura 1. Curvas de turnover dos is6topos estaveis de carbono no ovo (gema+albimen)
das codornas dos tratamentos ASFCO-MSFCO (a) e MSFCO-ASFCO (b) em funcéo do

intervalo de avaliacao.
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Figura 2. Curvas de turnover dos isétopos estaveis de carbono na gema dos ovos das

codornas dos tratamentos ASFCO-MSFCO (a) e MSFCO-ASFCO (b) em fungéo do

intervalo de avaliacdo.
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Figura 3. Curvas de turnover dos isotopos estaveis de carbono no albimen dos ovos
das codornas dos tratamentos ASFCO-MSFCO (a) e MSFCO-ASFCO (b) em funcéo do

intervalo de avaliacao.

Os ovos do tratamento ASFCO-MSFCO o sinal isotopico no inicio do
experimento foi em media de -27,26%o, € 48 dias ap0s a troca da dieta, o sinal isotopico
obtido foi em média de -19,56%o. No tratamento MSFCO-ASFCO, o §'*C inicial era em
média de -19,10%o e no final em meédia de -26,52%o (Figura 1).

Nas gemas dos ovos das codornas alimentadas com dietas a base de plantas Cs
ao substituir a alimentacdo pela dieta C, as razbes isotopicas que eram de
-27,20%o passaram a -19,76%o. No tratamento que alterou a dieta de C4 para C; (Figura
2) obteve comportamento em semelhante ao ovo (gema+albumen), com valores
isotopicos de -18,09 %o (inicial) e -26,96%o (final).

As razdes isotopicas do albumen (Figura 3) que eram de -25,74%o ¢ -18,64%o
nos tratamentos ASFCO-MSFCO e MSFCO-ASFCO, respectivamente, passaram a

-19,22%o e -25,40%o no final do periodo experimental.
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Através do modelo exponencial proposto, obtiveram se a meia-vida e tempo de
troca de 99% dos carbonos (troca total) para o ovo, gema e albumen. Por meio da
observacdo do tempo de troca total de carbonos, pode-se notar que o tempo
experimental de 48 dias foi suficiente para que ocorresse o turnover total nos ovos e
suas fracOes, pois levaram 27,4 e 20,6; 28,6 e 27,3; 18,2 e 19,5 dias para a incorporagéo
de 99% dos atomos de carbono da nova dieta nos ovos, gema e albumen
respectivamente. O tempo de incorporacdo da nova dieta (ASFCO-MSFCO) foi 4,7 e
37,2% mais lenta na gema quando comparada ao ovo e albumen respectivamente. Para
o0 tratamento com substituicdo MSFCO para ASFCO o tempo de incorporacdo do novo
sinal isotépico na gema foi de 24,4 e 29,27% mais lento comparado aos outros

componentes (ovo e albUmen, respectivamente).

Tabela 3. Valores calculados da meia-vida (T) e troca de total de atomos de carbono
(teew)) do ovo inteiro (gema + albdmen), gema e alblimen das codornas dos tratamentos

ASFCO-MSFCO e MSFCO-ASFCO a partir do dia de substituicdo das dietas em

unidade dias.
FracGes Tratamentos T to9%)
(ASFCO-MSFCO) 41 27,4
Ovo
(MSFCO-ASFCO) 3,1 20,6
(ASFCO-MSFCO) 4,3 28,6
Gema
(MSFCO-ASFCO) 4,1 27,3
(ASFCO-MSFCO) 2,7 18,2
Alblmen
(MSFCO-ASFCO) 2,9 19,5

Estes resultados estdo de acordo com Carrijo et al. (2000) e Denadai et al.

(2006), que avaliando as taxas de turnover no ovo (gema+albumen) de poedeiras,
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encontraram valores de meia-vida de 4,0 dias quando trocaram a dieta C3 pela dieta C4 e
de 3,7 dias quando trocaram a dieta C, pela dieta C3 para o primeiro estudo e de 3,8 na
substituicdo de dietas C4 para C3 e 4,8 dias na substituicdo de C3 para C, para o segundo
estudo.

Hobson (1995), estudando turnover dos componentes dos ovos de codorna,
afirma que o albumen alcanca novo equilibrio em trés a cinco dias e a gema em torno de
oito dias; a explicacdo para a diferenca encontrada para estes dados pode ser dada na
diferenca das dietas experimentais, além da idade das aves, que neste estudo estavam
em inicio de producao.

O maior tempo para a incorpora¢do dos carbonos da nova dieta na gema pode ser
causado pela fisiologia da sua formacdo. Segundo Getty (1981), a fase de maturagédo do
ooscito das aves tem inicio com o foliculo no ovario e termina no oviduto. No
desenvolvimento final do ooscito ocorre a deposicao de gema em seu interior, que leva
em torno de seis dias. A formacdo da gema ocorre através da incorporacdo ao
citoplasma do ooscito de matéria prima, tais como: sais minerais, proteinas e lipidios.

Todavia, a formacdo da maior parte do aloimen ocorre de 2 a 3 horas no magno
ou zona albuminifera, logo ap6s a passagem pelo infundibulo (Albino & Barreto, 2003).
Processo este responsavel pelo rapido turnover do albumen, Hobson (1995), estudando
turnover dos componentes dos ovos de codorna, afirma que devido as proteinas do
albumen serem sintetizadas de aminoacidos removidos diretamente do sangue no magno
e o0 albumen ser depositado rapidamente ao redor da gema, este reflete a nova dieta
antes da gema.

O turnover do ovo, intermediario ao da gema e do albdmen, mostra a influéncia

de cada componente (gema e albimen) no processo de formagdo do ovo, onde a gema



59

leva mais tempo para refletir a nova dieta e o albumen reflete mais rapidamente.
Denadai et al. (2006) afirmaram que de acordo com o processo fisiologico da formacao
do ovo € importante observar que os resultados da razdo isotopica do ovo (gema +
albumen) podem ter sofrido interferéncia em seu valor. Nos ovos colhidos no inicio do
experimento, a gema pode ter fornecido carbonos referentes a racdo anterior, enquanto
que, o albumen forneceu carbonos relacionados a nova dieta.

De acordo com as caracteristicas fisicas dos ovos de codornas, hd uma
contribuicdo de 55,74% de albdmen, 31,58% de gema e 12,66% de casca; em relacdo a
composicao quimica o albimen e gema contribuem com 85,88 e 54,449 de umidade e
1,41 e 6,979 de carboidratos, respectivamente (Albino & Barreto, 2003). De acordo com
estas composicdes foi possivel obsevar que houve grande contribuicdo de massa de
carbono na mistura ovo (gema+albimen) pela gema se comparado ao albimen no
tratamento ASFCO-MSFCO.

A alianca entre a ferramenta dos isGtopos estaveis e 0 conhecimento da nutri¢éo
e fisiologia aviaria também € utilizada em estudos de ovos marcados, origem geografica
das aves e certificacdo de sistemas de criacdo. E técnica de grande importancia na
salde, pois, trata-se de alimento de alto valor biolégico, de baixo custo, e que pode
suprir exigéncias nutricionais especificas nos humanos pela manipulacdo na nutri¢éo

das aves de acordo que é relatado em estudos recentes.

4.  Conclusdes
A utilizacdo da técnica dos isotopos estaveis possibilita analisar o turnover na
troca de ingredientes de dietas utilizado ovos de codornas. O albumen é o primeiro a

refletir o sinal isotopico da nova dieta, seguido pelo ovo inteiro e gema o que pode ser
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explicado pelo processo fisiolégico de formacdo destas fracbes. O tempo de
incorporacgdo no ovo inteiro se aproxima ao da gema pela maior contribuicdo de carbono

oferecido por esta quando comparado ao albumen.
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Implicacgdes

No decorrer dos anos, devido a alguns acontecimentos, surgiu a necessidade da
certificacdo do padrdo alimentar vegetal dos animais e seus produtos. O mercado
consumidor se tornou mais exigente e isto forcou o mercado agropecuario a impor
inimeras medidas no sentido de rastreabilidade dos produtos de origem animal
(carne/leite/ovos). A estimativa do tempo de substituicdo total do carbono destes
produtos pode estabelecer o tempo de caréncia sendo como alternativa evitar fraudes.

A utilizacdo da técnica dos isotopos estaveis nos possibilita obter dados da
incorporacdo do 8*°C da dieta em diversos materiais coletados dos animais por meio da
razéo isotépica do carbono (**C/**C).

A utilizacdo de ovos e suas fragbes, gema e albdmen, possibilita analisar o
turnover de dietas distintas, em espago de tempo mais curto com seus respectivos 8¢
sem que as aves sejam sacrificadas.

Seria interessante para futuros estudos a utilizacdo de tratamentos com dietas
verdes para obter a diferenca dos valores isotdpicos na incorporacdo de dietas com ou
sem fonte de origem animal como também estudos envolvendo doses de medicamentos
para assim avaliar o tempo de incorporacdo desta droga nos ovos.

A avaliacdo minuciosa das dietas utilizadas nos trabalhos e aprofundamento na
fisiologia avicola pode ser proposto em futuros estudos com a finalidade de enriquecer o
nivel de conhecimento em relacdo a rastreabilidade dos produtos de origem animal

utilizando a técnica dos is6topos estaveis.
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Apéndice (Capitulo 1)

Com o objetivo de realizar comparacdo entre as curvas de substituicdo isotopica
de C; para C,4 e de C4 para Cg foram realizados alguns artificios matematicos.

Para o célculo de incorporacédo, foi feito a subtracdo dos valores isotopicos entre
o dia 0 (3"°C inicia da regressdo das curvas de turnover do CAPITULO 1) e os dados

analisados nos dias de coleta, em mddulo, os quais foram representados nas Figuras 1 e

Tabela 1.
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Figura 1. Representacdo da incorporacdo isotopica de 5°C (em médulo) no plasma e
sangue de codornas de postura.
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Tabela 1. Incorporacio isotopica de §°C (em médulo) do sangue e plasma de codornas

de postura nos dias de idade

Sangue Plasma
Dias C3-C4 C4-Cs C3-Cy4 Cs-Cs
de Média + DP Média £ DP Média £ DP Média + DP
idade
51 0,70+0,33 0,89+ 0,45 3,29 £0,57* 4,34 £0,71*
52 1,51 +0,37 1,55+ 0,26 5,80 £ 0,61 6,22 £ 0,26
54 2,45+ 0,17 1,95+ 0,88 7,24 £ 0,37 6,91+1,24
57 3,40+ 0,30 3,29+0,92 8,19 +£0,76 7,74+£1,21
60 3,50 + 0,65 3,99 +0,59 7,63 0,92 8,50+ 0,83
64 4,63 £0,28 4,74+ 0,94 8,40 + 0,25 8,38+ 0,68
68 5,01+0,37 4,75+0,71 7,89+1,37 8,52 £ 0,49
73 6,24 £+ 0,24* 5,59 £ 0,28* 9,04 £ 0,61 8,80 £ 0,52
78 6,25 £ 0,27 6,23 + 0,42 8,51+ 0,61 9,30 + 0,56
85 6,51 +0,17* 6,04 +0,11* 8,68 + 0,33 8,53+ 0,50
91 6,68 £ 0,36 6,32 £ 0,23 9,26 £ 0,78 9,43 £0,42
98 6,51+0,24 6,47 £ 0,31 9,08 £ 0,67 9,51 £ 0,50

*Médias que se diferem pelo Teste t (P<0,05) expresso na mesma linha
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