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1. INTRODUCAO

A pecuaria tornou-se de grande importancia para a economia brasileira,
exportando s6 em carne bovina, mais de US$ 4 bilhdes por ano. Este segmento do
agronegocio representa mais de 7% do PIB brasileiro e gera milhdes de empregos
(ABIEC, 2013). No Brasil, hd mais de um milhdo de fazendas, sendo a grande maioria
do gado criado em sistema extensivo.

No ano de 2012 foram abatidas cerca de 41,5 milhdes de cabecas bovinas, das
guais aproximadamente 37,8 milhdes (91%) foram criadas e terminadas exclusivamente
em pastagens, principalmente pastagens tropicais (ANUALPEC, 2013). O manejo
inadequado dessas pastagens tem se tornado a principal limitacdo para que a pecuaria de
corte seja atividade competitiva frente as demais atividades agricolas. Este fato tem
resultado em crescente substituicdo das areas de pasto por outras culturas como a soja e,
mais recentemente, a cana-de-agucar.

Os animais estdo sujeitos as mudancas das pastagens de acordo com a época do
ano. Ha excesso de producado no periodo das aguas, enquanto no periodo seco, 0s baixos
indices de precipitagdo e temperatura reduzem o crescimento e o valor nutritivo da
forragem produzida.

Este fenbmeno conhecido como estacionalidade de producdo de forragem tem
sido considerado um dos principais responsaveis pelos baixos indices de produtividade
da pecuaria brasileira. Para eficiéncia produtiva nos sistemas em pasto, a oferta de
nutrientes das pastagens deve atender a exigéncia nutricional do animal. Pastagens
tropicais no periodo seco, geralmente ndo constituem em dieta balanceada, pois seus
constituintes estdo presentes em concentracdes e proporgdes insuficientes para atender
as exigéncias nutricionais dos bovinos. Nesse periodo, animais exclusivamente em
pasto sofrem caréncias nutricionais, o que pode comprometer o desenvolvimento animal
e o retorno financeiro da atividade. Préaticas de manejo adequadas, como suplementacao
(protéica e/ou energética) apresentam bons resultados no desempenho animal, quando
comparadas com suplementagcédo mineral exclusiva, principalmente compensando perdas
ocorridas durante periodos de baixa producdo (GOES et al., 2005).

O diferimento de 20 a 30% da area da fazenda piizaa¢dio no periodo seco do

ano pode amenizar problemas de quantidade de forragem. No entanto, pastagens



diferidas apresentam baixo valor nutricional, pois o diferimento do pasto consiste na
vedacdo de areas que serdo utilizadas no periodo de escassez de forragem. O teor
protéico abaixo do minimo para o bom funcionamento do rumen constitui-se na
principal limitacdo a ingestdo de forragem nessa época. Devido a este fato, cresceram de
forma significativa nos ultimos anos, a préatica de suplementacdo dos animais na seca.

O objetivo da suplementacao é fechar as lacunas deixadas pela curva sazonal de
producao das forrageiras no periodo da seca. Nesta época, 0s pastos estdo maduros, corn
reduzido crescimento e menores teores de nutrientes. A utilizacdo da suplementacao
alimentar pode contribuir para melhoria de diversos indices zootécnicos importantes e,
consequentemente, melhorar a eficiéncia dos sistemas produtivos.

A deficiéncia que ocorre em pesquisas conduzidas no Brasil, avaliando o uso da
suplementacédo, diz respeito a pouca atencdo dada a quantificacdo do consumo de
forragem. Com base, exclusivamente, nos resultados de desempenho animal, ndo se
pode explicar se os melhores ou piores desempenhos devem-se apenas ao suplemento
ou ao aumento no consumo de forragem. Somado a este fato, seria importante relatar
dados a respeito da disponibilidade e valor nutritivo da pastagem, pois estes fatores
juntamente com a quantidade de suplemento consumido, determinam o grau de
substituicao da dieta (MALAFAIA et al., 2003).

A mensuracdo do consumo de animais alimentados eto pé@o pode ser
realizada diretamente como em confinamentos (MINSON, 1990), exigindo assim, a
necessidade de utilizacdo de metodologias alternativas para sua determinacao.

A utilizagdo de indicadores externos e internos consiste em alternativa na
estimativa do consumo de pasto, pela utilizacdo dos indicadores nas estimativas de
digestibilidade do pasto ingerido e da quantidade de fezes excretadas (AROEIRA,
1997). No entanto, tais indicadores possuem suas limitagbes, n&do existindo um
indicador considerado como sendo ideal na estimativa do consumo.

Neste contexto, a técnica dos isOtopos estaveis pode ser visualizada como
ferramenta para auxiliar pesquisas relacionadas a nutricdo animal, em que metodologias
convencionais ndo podem prever resultados tdao seguros (BAHAR et al., 2005). A
técnica dos is6topos estaveis merece destaque como método alternativo ao uso dos
indicadores. Este marcador tem sido usado para diferenciar a ingestéao de plar@as C
pelos animais (JONES et al., 1979).



Além disso, a técnica dos is6topos pode ser utilizada em pesquisas relacionadas
a processos de rastreabilidade de produtos de origem animal, devido ao fato dos
is6topos serem marcadores naturais, que refletem a alimentacdo dos animais nos seus
tecidos corporais e produtos (HOBSON; CLARK, 1992).

Diversos trabalhos demonstraram a confiabilidade da técnica em experimentos
com diversas espécies de interesse zootécnico. A utilizagdo dos isGtopos como marcador
dietético tem sido incrementada nos paises desenvolvidos, porém, no Brasil, seu uso

ainda é incipiente, necessitando de mais estudos e esclarecimentos quanto ao seu uso.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Desempenho animal

Disponibilidade de forragem, seu valor nutritivo e consumo pelo animal

A producdo animal depende do consumo e valor nutritivo do alimento
disponivel. Em condi¢cdes de pastejo, o consumo voluntario é influenciado por
caracteristicas relacionadas a planta, ao animal, ambiente e manejo adotado.

A regulacdo do consumo voluntario em animais ruminantes esta na dependéncia
da demanda energética do animal e do enchimento fisico do rimen. Se a densidade
energética da dieta for maior em relacdo as exigéncias do animal, o consumo sera
limitado pela demanda energética do animal, podendo reduzir o consumo, mesmo o
rumen ndo estando repleto (MERTENS, 1994). Mas, se a dieta apresentar menor
densidade energética, o consumo sera limitado pelo enchimento fisico do rimen. A fibra
insolivel em detergente neutro pode caracterizar esses dois mecanismos de controle de
consumo, por estar relacionada diretamente ao efeito de enchimento do riumen e
inversamente a concentracdo energética da dieta (MERTENS, 1992). Porém, se a
disponibilidade de alimento for limitada, nenhum dos dois fatores limitara o consumo.

Segundo Duble; Lancaster; Holt (1971), o desempenho animal esta
significativamente correlacionado com disponibilidade de forragens quando a
digestibilidade da matéria seca (DMS) é relativamente uniforme. Os autores agruparam
seis gramineas de clima quente em trés categorias de digestibilidade e, verificaram que

0 ganho de peso médio diario aumentava dentro de cada grupo de digestibilidade com



maior disponibilidade de forragem, até um ponto acima do qual ndo ocorria incremento
no ganho de peso.

Muitos trabalhos com forrageiras tropicais tém comprovado que a producao
animal ndo esta relacionada ao total de forragem disponivel, mas a disponibilidade de
forragem verde (EUCLIDES; EUCLIDES FILHO, 1997). Assim torna-se relevante
expressar a oferta de forragem com base na massa de forragem verde.

A producéo de bovinos em pasto depende das castic&sibromatologicas e
estruturais da pastagem como altura, densidade da biomassa vegetal (kg/ha/cm), relacéo
folha/caule, proporcdo de inflorescéncia e material morto. Estas caracteristicas
estruturais determinam o grau de pastejo seletivo exercido pelos bovinos, assim como a
eficiéncia que o animal colhe a forragem, afetando a quantidade ingerida de nutrientes.
Brancio et al. (2003) verificaram que novilhos em pastejo apresentam elevada
seletividade por folhas verdes (92,4%) e menor preferéncia por colmos verdes (6,7%).
As caracteristicas estruturais dependem da espécie botanica e do manejo adotado,
principalmente pressao de pastejo (GOMIDE, 1998). H4 uma relacédo planta-animal em
que diferentes estruturas do dossel forrageiro determinam padrdes distintos de
comportamento ingestivo do animal, como tempo de pastejo, taxa de bocados e
tamanho de bocado (ALLDEN; WHITTAKER, 1970).

Andlises bromatolégicas demonstram que simulacdo manual de pastejo
possibilita estimativa aceitavel da forragem selecionada por animais, constituindo em
alternativa de substituicdo a coleta de extrusa esofagica.

Em estudo realizado por Goes et al. (2004), o pastejo simulado apresentou
valores para proteina bruta de 7,2%, superior ao teor apresentado pela forragem
disponivel (5,1%). A digestibilidade “in vitro” da matéria seca (DIVMS) para planta
inteira foi de 60,6%, superior ao encontrado na forragem disponivel de 51,2%,
mostrando que o animal seleciona a dieta de acordo com suas necessidades.

Para Hodgson (1990), niveis maximos de consumo e desempenho animal estdo
relacionados a ofertas de forragem cerca de duas a trés vezes as necessidades diarias dt
animal, de forma que ofertas diarias de matéria seca da ordem de 10 a 12 kg/100 kg
peso vivo permitiriam o maximo desempenho individual de animais em pastejo.

Sob condi¢bes normais de uso das pastagens, os animais sdo forcados a pastejar

até menores niveis de altura residual, a fim de aproveitar ao maximo a forragem



disponivel na area, ou porque a forragem esta sendo racionada durante periodos de
déficit. Como consequéncia, a oferta de forragem se torna restrita e seu consumo é
diminuido. Sollenberger et al. (2005) observaram a importancia da oferta de forragem
que prevalece em relacdo a taxa de lotacdo, de modo que taxas de lotacdo similares
podem resultar em diferencas no desempenho animal dependendo da espécie forrageira,
massa de forragem e outras caracteristicas de cobertura do relvado.

De acordo com Demment; Laca (1994), a taxa de consumo aumenta com altura
ou massa de forragem do dossel até atingir uma assintota decorrente da saturacdo da
capacidade do animal em processar o alimento ingerido (GORDON; ILLIUS, 1992).

O consumo de nutrientes constitui outro importante fator no desempenho animal,
sendo um dos principais fatores que limitam a producao. A variacdo no desempenho é
determinada principalmente pela qualidade da forragem disponivel e ao consumo de
energia digestivel. O consumo de matéria seca de forragem e seu valor nutritivo
refletem a qualidade da forragem (REIS et al., 2009). Quanto melhor a qualidade da
forragem, maiores os ganhos de peso por animal e menor a oferta de forragem
necessaria para isso (EUCLIDES, 2001). Todavia, de acordo com Santos et al. (2004),
em situacbes de menor ingestdo de matéria seca e elevada oferta de forragem, o
aumento desta oferta pode n&o alterar necessariamente o consumo e o desempenho
animal, uma vez que o animal pode ndo conseguir utilizar essa forragem.

O valor nutritivo de uma espécie forrageira € influenciado pela fertilidade do
solo, condi¢Bes climaticas, idade fisiologica, manejo, digestibilidade e seus teores de
proteina bruta e parede celular (LEITE; EUCLIDES, 1994). O baixo valor nutritivo das
forragens esta associado ao reduzido teor de proteina bruta, minerais, elevado contetdo
de fibra e menor digestibilidade da matéria seca.

Pensando no cenario brasileiro, a producdo de carne bovina esta fundamentada
na utilizacdo do génerachiaria. Segundo Lupatini (2010Brachiaria brizantha é a
forrageira mais utilizada como pastagem no pais, com area estimada em 50-60 milhdes
de hectares. Por ser graminea tropical, apresenta alto potencial para producao de carne,
mas com limitagdes impostas pelo seu crescimento estacional (THIAGO et al., 2000).

A cultivar Marandu possui elevado potencial de producdo de forragem
(ANDRADE, 2003) e pode ser recomendada como alternativa para areas de cerrado

com fertilidade considerada de meédia a boa. Isso se justifica pela alta producéo,



tornando viavel sua utilizacdo nas fases de desmama até a engorda de bovinos.
Entretanto, o0 manejo inadequado dessas pastagens tem se constituido na principal
limitacdo para que a pecuaria de corte seja uma atividade competitiva frente as demais
atividades agricolas.

No Brasil, durante o periodo das aguas, ha excesso de producgdo de pastagens de
maior qualidade nutricional. No periodo da seca, a taxa de crescimento reduz, associada
geralmente a menor qualidade nutricional. A sazonalidade na producao e qualidade das
pastagens esta diretamente relacionada a estacdo seca, estacdo chuvosa e ao manejc
propiciando ganho de peso na época das aguas e perda na seca.

No periodo seco, a medida que o animal vai pastejando, ocorre reducdo de
rebrota, proporcionando consumo de forragem menos palatavel, com maior
porcentagem de colmo e lignina e, naturalmente menos nutritiva, podendo resultar em
balanco negativo de energia e perda de peso (PAULINO et al.,, 2002). Sendo o
desempenho animal obtido por meio da interagdo forragem disponivel e seu valor
nutricional, raramente a forragem atende as exigéncias nutricionais necessarias para
maximizar o desempenho animal. No intuito de manter o desempenho em niveis
satisfatorios, praticas de manejo adequadas como suplementacdo alimentar, tém sido
utilizadas especialmente durante o periodo de escassez de forragem (BRITO et al.,
2007).

2.2. Suplementacédo de bovinos de corte em pastejo

Para obter producdo continua de carne bovina que seja eficiente e competitiva,
0S animais necessitam se desenvolver durante todo ano, a fim de alcancar condi¢des de
abate mais precocemente. Para isso, faz-se necessario manter o suprimento de nutrientes
em equilibrio com os requisitos dos animais (REIS et al., 2004).

O objetivo da suplementacdo na seca baseia-se necforento de fontes
adicionais de nutrientes aos animais, devido a curva sazonal de crescimento de
forragem. Deve atender aos requerimentos nutricionais dos microrganismos ruminais e
dos bovinos propriamente ditos. Quando os teores de proteina bruta das forragens
encontram-se abaixo de 7% (base na matéria seca), 0 primeiro objetivo da
suplementacao € atender a demanda das bactérias ruminais por nitrogénio. O suprimento

de nitrogénio possibilitara que essas bactérias possam extrair energia da forragem



ingerida pelo animal, pelo processo de digestdo. A populacdo de bactérias no rumen
afeta diretamente a digestibilidade e o consumo dos alimentos (THIAGO, 1999). O
resultado dessa medida geralmente se traduz em maior ingestdo de forragem pelos
animais, levando a manutencao do peso vivo ou até moderadas taxas de ganho de peso,
desde que a disponibilidade de matéria seca nao seja limitante.

Ganhos de peso mais elevados podem ser obtidos nessa época com a inclusdo de
fontes de energia nas misturas multiplas e fornecidas em doses maiores (PAULINO et
al., 2000). Os beneficios diretos da aplicacdo desta técnica sdo a otimizacdo dos
nutrientes fornecidos pela pastagem e os incrementos em desempenho individual e na
capacidade de suporte do pasto.

Suplementacédo de fémeas, por exemplo, resulta em reducdo da idade a primeira
cria, aumento na taxa de concepcdo de vacas primiparas e no peso a desmama.
Suplementacdo de machos e fémeas nao destinadas a reproduc¢éo, assegura maior ganh
de peso e reducdo na idade de abate. A combinagdo desses beneficios produz
incrementos na taxa de desfrute, maior giro de capital e maior rentabilidade do sistema
(EUCLIDES; MEDEIROS, 2005).

Santos et al. (2004) destacaram que suplementaclhovides em pastejo deve
ser feita na proporcédo de 0,8 a 1,0% de peso vivo. Euclides et al. (2001), suplementando
animais mantidos em pastagens com concentrado protéico e energético a 0,8% do peso
vivo, durante a seca, encontraram melhor desempenho animal quando comparado a
suplementagao mineral.

Ganhos médios de novilhos em pasto, suplementados na primeira estacdo seca,
em torno de 400 a 700 g/dia, refletirdo no desempenho futuro dos animais
(PERUCHENA 1999).

Em sistemas de terminacdo de bovinos em pasto dubgoériodo seco, niveis
de suplementos, em torno de 0,8 a 1,0% do peso vivo, sao fornecidos almejando-se
ganhos superiores a 0,8 kg/dia. Contudo, adiamento na data de abate dos animais ou
antecipacao do inicio das chuvas constituem eventos de possivel ocorréncia. Sob tais
circunstancias, a composicao da forragem disponivel ao pastejo altera-se rapidamente,
devendo-se adequar a formulacdo dos suplementos fornecidos, principalmente quanto a
composicao protéica (DETMANN et al., 2005).
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Barbosa et al. (2007) estudaram o efeito de niveis (0,17 e 0,37% do peso vivo
(PV) de suplementacao protéico-energética no desempenho e consumo de matéria seca
de novilhos em pastagens derachiaria brizantha cv. Marandu. Os autores
encontraram ganhos de peso médio diario de 0,54; 0,66 e 0,75 kg e consumo em matéria
seca de forragem de 2,6; 2,4 e 2,3% PV para os tratamentos controle e suplementacéo
com ingestdo média diaria de 0,17% e 0,37% do peso vivo, respectivamente.
Concluiram que a suplementacdo protéico-energética para bovinos criados em pasto,
aumentou os ganhos de peso dos animais suplementados em relacdo aos animais que
consumiram apenas suplemento mineral, na época de transicdo entre o periodo das
aguas e da seca.

A disponibilidade de matéria seca aos animais durante todo periodo de
suplementacdo possui extrema importancia. Ha necessidade em garantir massa
disponivel (vedagdo do pasto) para o consumo. A utilizacdo do método de pastejo
diferido tem sido sugerida como alternativa para corrigir a falta de forragem na época da
seca. O pastejo diferido constitui-se em manejo estratégico de pastagens, consistindo
basicamente, em selecionar determinadas areas e veda-las a entrada de animais ao final
da estacdo de crescimento. E possivel promover acimulo de forragem para pastejo
durante o periodo critico de disponibilidade de alimentos. No entanto, com o
diferimento do pasto ocorre reducdo no valor nutritivo da forragem. Com essa forma de
manejo adotada, o pastejo diferido fornecera massa de forragem aos animais, enquanto
que a suplementacdo garantird niveis nutricionais adequados as exigéncias dos mesmos.

Em pastagens diferidas com elevada oferta de forragem, a suplementacao
alimentar possibilita niveis aceitaveis de desempenho animal no periodo seco, desde
que se conhecga a composi¢cao bromatoldgica desta pastagem (MORAES et al., 2005).

Normalmente, a ingestdo de suplementos altera a quantidade de forragem
consumida. Essa mudanca € dependente da qualidade da forragem e do tipo de
suplemento. Suplementos com elevada porcentagem de proteina aumentam o consumo e
digestibilidade de forragem de menor qualidade. Suplementos com altos niveis de
energia geralmente diminuem o consumo de forragem e podem reduzir sua
digestibilidade. A queda no consumo de forragem sera maior com forragem mais
madura e menos palatavel, e dependente da quantidade de suplemento fornecido e de

sua concentracao energética (CARDOSO, 1997).
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O problema encontrado em pesquisas conduzidas no Brasil avaliando a
utilizagdo da suplementacdo, diz respeito a pouca atencdo dada a quantificagdo do
consumo de forragem. Com base, exclusivamente, nos resultados de desempenho
animal, ndo se pode explicar se os melhores ou piores desempenhos devem-se apenas ac
suplemento ou ao aumento no consumo de forragem. Assim, faz necessario a adequacao

de métodos de estimativa de consumo de animais em pastejo.

2.3. Estimativa do consumo de animais em pastejo

Segundo Mertens (1994), o desempenho animal esta relacionado ao consumo de
nutrientes digestiveis e metabolizaveis, com cerca de 60 a 90% das variacbes em
desempenho explicadas pelas variacdes correspondentes em consumo e, apenas 10 &
40% pelas variacdes correspondentes em digestibilidade.

A avaliagdo do consumo se torna complexa em relacdo a digestibilidade, pois o
consumo esta associado a outras variaveis relacionadas ao meio (BURNS; POND;
FISHER, 1994). Sua avaliacdo em animais alimentados em pasto ndo pode ser realizada
diretamente como em confinamentos (MINSON, 1990), exigindo assim, a necessidade
ao uso de metodologias alternativas para sua determinagao.

Existem varios métodos em estimar consumo de animais em pasto, incluindo
medidas diretas e indiretas. Dentre as medidas diretas, ha a pesagem dos animais com a
finalidade de estimar o consumo em curtos periodos de tempo, inicialmente sugerida
por Erizian em 1932 (MINSON, 1990). Esta metodologia requer mensuragdes ndo s6 do
peso animal antes e apds pastejo, como também das perdas de peso insensiveis, por
urina e fezes (McMENIMAN, 1997) e do consumo de agua durante o periodo de
determinacao (LE DU; PENNING, 1982).

Segundo Aroeira (1997), a necessidade em considerar as variagdes de peso por
defecacdo e micgdo consista, talvez, na principal limitacdo da técnica, pois a utilizacdo
de bolsas coletoras causa desconforto ao animal, interferindo no comportamento de
pastejo, e assim, em seu consumo (FRANCE et al, 1988, MOORE;
SOLLEMBERGER, 1997). Outro fato que pode induzir a erros na estimativa do
consumo € a perda de peso insensivel, caracterizada pela perda de agua nos processos
respiratorios, de transpiracdo e evaporacao (KLEIBER, 1961), sendo mensurada como

perda de peso do animal em jejum, em periodo anterior ou posterior a entrada dos
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animais na pastagem. Dados na literatura mostram que diferencas significativas existem
em funcgéo das condi¢cdes ambientais e da atividade exercida pelo animal.

O consumo de matéria seca é o produto do tempo de pastejo e da taxa de
ingestdo. No entanto, a taxa de ingestdo de um animal pode variar durante o periodo de
pastejo ao longo do dia. Ronney et al. (1996), citados por McMeniman (1997),
compararam a metodologia a estimativas paralelas, obtidas pelo uso de n-alcanos, e
concluiram que a diferenca de peso dos animais superestima 0 consumo, pois a taxa de
ingestao diminui a medida que se prolonga o tempo de pastejo.

Apesar de todas possiveis fontes de erro, a utilizagdo desta técnica tem
aumentado devido a legislacao existente nos paises desenvolvidos que restringe o uso
de animais cirurgicamente preparados em pesquisa (PENNING; RUTTER, 2004). Essa
metodologia despende um periodo de tempo relativamente curto, apenas duas horas de
trabalho por dia (PENNING; HOOPER, 1985), quando comparada, por exemplo, a
utilizagdo de O6xido crébmico, que requer tempo de avaliagdo maior, além de
procedimentos laboratoriais mais complexos.

A estimativa do consumo animal em pastejo também pode ser realizada pelo
comportamento ingestivo. Neste método, o consumo de matéria seca pode ser definido a
partir de variaveis que relacionem a interface planta:animal (CARVALHO, 1997), uma
relacdo entre tempo de pastejo, taxa de bocados e tamanho do bocado. Como ocorre na
técnica do diferencial de peso vivo, a avaliagdo em um uUnico periodo do dia pode levar
a erros nos calculos das variaveis. Segundo Chacon; Stobbs; Sandland (1976), sao
necessarias pelo menos duas avalia¢gdes durante os dois grandes periodos de pastejo dc
animal, pela manha e pela tarde.

A estimativa do consumo pelo comportamento ingestivo apresenta vantagem em
relacdo a outros métodos, pelo fato de exigir poucas analises laboratoriais (CHACON et
al.,, 1976, MOORE; SOLLEMBERGER, 1997). Contudo, como podem existir erros
nesta técnica, torna-se mais prudente considerar estas mensuracdes como meio de
explicar os efeitos observados no consumo, do que propriamente estima-lo.

Outra maneira direta em avaliar o consumo de animais em pasto, é realizada pela
diferenca de peso da pastagem, conhecida como método agronémico. O consumo é
determinado pela diferenca entre a matéria seca ou organica disponivel antes e apos

pastejo. A reducéo da forragem observada no piquete devido ao pastejo, dividida pelo
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produto do numero de animais e dias de pastejo, pode dar uma ideia do consumo diario
(EUCLIDES et al., 1992). O consumo sO poderd ser calculado de forma exata se a
disponibilidade de matéria seca do pasto puder ser mensurada acuradamente.

Outro ponto a ser considerado esta atribuido a variacdes relacionadas ao
crescimento do pasto, o qual, quando nao considerado, leva a subestimativas do
consumo de matéria seca (AROEIRA, 1997). A correcao para taxa de crescimento do
pasto pode ser realizada com utilizacdo de gaiolas de exclusdo. No entanto, as gaiolas
podem constituir uma fonte de erro, pois se conclui que a taxa de crescimento
determinada seja igual aquela da forrageira sob pastejo. Segundo Parsons; Collet; Lewis
(1984), o acumulo de forragem na area pastejada sera menor que da area nao pastejada.
devido a desfolhacao, pisoteio e contaminacdo por fezes. Para tentar minimizar estes
efeitos de correcdo para taxa de crescimento, Linehan e colaboradores propuseram um
fator de correcéo.

Medidas diretas em estimar consumo em pasto estdo associadas ao consumo em
curto prazo, em escala de minutos a horas de pastejo. O consumo de forragem é
resultado da estrutura e acessibilidade do pasto, bem como de sua abundancia e
gualidade (CARVALHO et al., 2007).

As medidas indiretas do consumo estdo baseadas na mensuracdo de elementos
diferentes daqueles ingeridos pelo animal. Estdo associadas ao consumo em longo
prazo, em escalas que vao de dias a semanas (CARVALHO et al., 2007). Os fatores que
controlam o consumo, neste caso, passam a ser focalizados nos processos digestivos, em
gue a taxa de passagem e capacidade gastrointestinal assumem importancia. Tais
medidas indiretas séo utilizadas pela comunidade cientifica nacional para estimar o
consumo no longo prazo.

Uma das técnicas mais frequentemente utilizadas esta baseada no principio de
que a quantidade de alimento ingerido € diretamente relacionada a excrecédo fecal por
um animal e inversamente relacionada a indigestibilidade da dieta consumida.

A excrecao fecal de animais em pastejo pode ser mensurada diretamente por
intermédio da coleta total de fezes, por arreios e bolsas coletoras. A principal critica ao
uso desta técnica estd relacionada ao desconforto animal, interferindo no
comportamento de pastejo (FRANCE et al.,, 1988, MOORE; SOLLEMBERGER,

1997). Além disso, 0 manejo e mensuracdo de grande quantidade de fezes tornam-se
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laboriosos e pouco praticos. Ha possibilidades em haver perda dos excrementos para
fora da sacola. Estes problemas parecem ser mais limitantes em bovinos em relacdo aos
ovinos, principalmente em animais de alto nivel de consumo e mantidos em pastagens

com alto teor de umidade (MOORE; SOLLENBERGER,1997).

A excrecdo fecal tem sido mais frequentemente estimada pela utilizacdo de
indicador externo, o qual, sendo ingerido juntamente com a dieta, deve ser recuperado
totalmente nas fezes (COELHO da SILVA et al., 1968).

Diferentes elementos, na forma de sais ou o6xidos, sdo empregados como
indicadores, dentre eles, podendo destacar: itérbio, érbio, eurépio, cadmio, ouro, cério,
titAnio e cromo. Este dltimo, na forma de éxido crémico, @) €, sem duvida, o
indicador mais utilizado na determinacdo da excrecdo fecal, por ser barato e pela
relativa simplicidade dos procedimentos analiticos (MORENZ et al., 2006). Em estudos
com ruminantes, o 6xido crémico pode ser ministrado por capsulas de gelatina,
impregnado em papel filtro ou na forma de peletes (ELAM et al.,, 1962), sendo
fornecido uma ou duas vezes ao dia, em capsulas de 1 a 15 gramas. Normalmente, a
concentracdo do €D; nas fezes alcanca o equilibrio em torno de 6 a 7 dias apos o
inicio de seu fornecimento. Contudo, h& problemas ao seu uso, como recuperacao fecal
incompleta (MIR; KALNIN; GARVEY, 1989; SOARES et al, 2004) e sua
irregularidade na excrecdo ao longo do dia (MORENZ et al., 2006; KOZLOSKI et al.,
2006). De forma contraria, Paixao (2004) observou passagem inerte pelo trato digestivo,
com recuperacdo completa da dose administrada na matéria fecal, independente do
namero de dias de coleta de fezes (1 a 5 dias).

A fim de reduzir a amplitude de variacdo da excrecao do indicador, o ideal seria
o fornecimento da dose diaria de,@y, fracionada em duas por¢cdes de mesmo peso
(BRISSON; PIGDES; SYLVESTRE, 1957; BURNS et al., 1994). Cada vez que o
indicador é fornecido, os animais devem ser contidos, e este manejo intenso aumenta o
estresse, podendo alterar o consumo e, consequentemente, a excrecao fecal (BURNS et
al.,1994; POND et al., 1995). Assim, a reducdo no numero de dosagens diarias poderia
fornecer valores de consumo mais proximos ao real, devido ao menor distlrbio do
comportamento de pastejo (OWENS; HANSON, 1992).
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Depois de determinada a excrecdo fecal, o proximo passo consiste na
determinacao da digestibilidade. A digestibilidade da forragem consumida em situacao
de pastejo ndo pode ser mensurada diretamente.

Para obtencdo de amostras representativas da dieta ingerida (extrusa), a
utilizacdo de animais fistulados, principalmente no eséfago se faz necesséario (MINSON
et al., 1976). No entanto, h4 problemas com sua utilizacdo, como: contaminacdo por
nitrogénio salivar ou perda de materiais soltveis (MINSON et al., 1976), pouco tempo
gue as amostras sédo obtidas pode torna-las ndo representativas da forragem consumida
durante todo periodo de pastejo (McMENIMAN, 1997), mudanca no comportamento
ingestivo dos animais e necessidade em obter animais fistulados. Com isso, h&
recomendacédo em coletar amostras de forragem por simulacdo de pastejo. Este método
€ considerado subjetivo, com relagcdo a amostragem do pasto, pelo fato de que a decisao
da coleta da amostra fica a critério do observador. Este, por sua vez, deve-se ressaltar
que o grau de seletividade do animal € bastante variavel devido a estagdo do ano,
espécie forrageira, carga animal, compostos antinutritivos como taninos ou alcaldides e
material senescente.

A digestibilidade de forragens pode ser estimada pelo métoddro, com
utilizagdo de microrganismos do rimen. Tal procedimento ndo simula as alteracfes na
digestibilidade por efeito associativo, nivel de consumo e taxa de passagem observados
in vivo, sendo, portanto, a técnicavitro inadequada para determinacdo do consumo
em pasto (COCHRAN et al., 1986).

Assim, os indicadores internos, que sdo componentes naturais e indigestiveis da
forragem, tornam-se alternativa na estimativa da digestibilidade (BERCHIELLI et al.,
1996). A utilizacdo desses indicadores, em teoria, expressa o real processo de digestao
dos animais em condi¢Oes de pastejo.

Conforme o alimento transita pelo trato gastrointestinal, a concentracdo do
indicador aumenta progressivamente pela remocao de outros componentes, por digestao
e absorcdo (ASTIGARRAGA, 1997).

Os indicadores internos mais utilizados sdo os akam matéria seca
indigestivel (MSi), fibra em detergente acido indigestivel (FDAI) e fibra em detergente

neutro indigestivel (FDNi).



16

Detmann et al. (2001) avaliaram o 6xido crémico e diversos indicadores internos
na determinagédo do consumo de novilhos mesticos. A FDNi juntamente com MSi nao
diferiram entre si nos resultados de consumo de matéria seca, sendo recomendados em
estudos com animais em pastejo.

Em situagbes onde os animais encontram-se em pastejo sendo suplementados em
grupo, se faz necessario a associacdo de outro indicador, com objetivo de estimar o
consumo individual do suplemento, pois lsansideravel variacgdo no consumo
individual (CURTIS; HOLST; MURRAY, 1994). Essa vagéo pode ser afetada por
diversos fatores, como espaco de cocbferta de suplemento, dominancia entre
animais, entre outros.

Os indicadores utilizados para estimar o consumo individual do suplemento séo
inorganicos, como o litigkAHN, 1994), itérbio(EARLEY; SOWELL; BOWMAN,

1999) e maisrecentemente, oOxido crémico ¢Og) e dioxido detitanio (TiOy)
(KINCHELOE, 2004; MARCONDES et al., 2006).

Marcondes et al. (2006) estimaram producdo de matéria seca fecal utilizando
coleta total, GiO3, TiO,, lignina isolada purificada e enriquecidakiacalyptus grandis
(LIPE®) e FDNi. Avaliaram a utilizacdo de 10 g de@y ou TiO, na estimativa do
consumo de suplemento e FDNi no consumo de volumoso..@; €ro TiQ foram
misturados diariamente ao suplemento e a LIPE® foi colocada via fistula ruminal. Os
autores observaram que todos os indicadores estimaram adequadamente a producao de
matéria seca fecal e que 0,Gf e TiO, estimaram igualmente o consumo individual de
suplemento. Tais autores afirmaram que tanto,@{3yuanto TiQ podem ser utilizados
na estimativa do consumo individual de suplemento, e que FDNi € adequada para
avaliar o consumo de volumoso.

Ha muitos trabalhos na literatura avaliando indicadores externos e internos na
estimativa de producéo fecal, digestibilidade e consumo de pasto e suplemento pelos
animais. No entanto, tais indicadores possuem suas vantagens assim como suas
desvantagens, ndo existindo na literatura uma recomendacdo ao uso de um melhor
indicador na estimativa das variaveis citadas acima.

Existe maior complexidade em estimar o consumo estopaendo que todas as
metodologias possuem vantagens e desvantagens. Apesar de existirem varias barreiras

metodoldgicas, ha avancos muito claros nessa area. Neste contexto, a técnica dos
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isbtopos estaveis pode ser visualizada como ferramenta no auxilio a pesquisas em que
metodologias convencionais ndo podem prever resultados totalmente seguros (BAHAR
et al., 2005).

2.4. Is6topos Estaveis Ambientais como ferramenta em estudos com animais

ruminantes

Os is6topos sdo atomos do mesmo elemento quimico, que possuem 0 mesmo
namero de protons, mas que diferem em seu numero de néutrons, apresentando
diferentes massas (KENNEDY; KROUSE, 1990). Por possuirem sua camada eletrénica
igual, ou seja, mesmo numero de elétrons, pode-se dizer que os isétopos sdo elementos
que apresentam mesmas propriedades quimicas (eletrosfera) e diferentes propriedades
fisicas (nucleo).

O termo is6topo vem do greg®&O (mesmo ou igual) eTOPOS (lugar),
referindo-se ao fato que sdo elementos que ocupam o mesmo lugar na tabela periédica.
Ocorrem naturalmente, podendo ser utilizados como marcadores internos em processos
dietéticos. A expressaestavelsignifica que ndo emitem radiacdo. Ainda, exercem
vantagem sobre os is6topos radioativos, devido ao fato de poderem ser utilizados sem
riscos a saude humana e ao ambiente (DUCATTI, 2007).

Os isoOtopos estaveis foram utilizados inicialmente em estudos geologicos e
arqueoldgicos. Nas ultimas décadas tém sido aplicados de forma crescente e continua
em pesquisas agricolas, ecologicas, bem como em estudos de digestibilidade e
metabolismo humano e animal. Estas investigacbes demonstraram que as composi¢coes
isotopicas dos tecidos de animais dependem principalmente da alimentacdo, da agua
ingerida e gases inalados. Associado a isto, os efeitos dos isétopos estédo ligados aos
processos metabdlicos (KENNEDY; KROUSE, 1990).

Os is6topos estaveis do carbono apresentam-se chempativa em estudos
relacionados a digestdo, absor¢cdo e metabolismo de nutrientes, por estarem presentes
em todos nutrientes capazes de gerar energia aos animais e por representarem cerca de
50% dos elementos quimicos que compdem o corpo dos animais (MURRAY, 1990).

Os is6topos estaveis do carbono ocorrem naturalmeatebiosfera. Cada
elemento apresenta um isétopo estavel leve dominante: carboMfGL2 (iIm isétopo
estavel pesado: carbono-13Q) (KENNEDY; KROUSE, 1990).
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Em funcdo da grande diferenca na abundancia natural dos is6topos estaveis do
carbono, a mensuracéo da relacdo entre eles na maioria das amostras gera valores muito
pequenos. Para converter esta relacdo, os valores isotépicos do carbehcsgo
expressos na terminologia dos isétopos estaveis, em delta per mil da razao isotopica
13c/’C do produto em relacdo ao padrdo internacional definido, Peedee Belemnite
(PDB). Segundo Friedman; O’neill (1977), este padrédo € aceito universalmente na
comparacao das composicdes isotopicas do carbono. Trata-se de um carbonato sélido de
Belemnitela do cretace®elemnitela americana, da formacdo Peedee da Carolina do
Norte, empregado inicialmente como padrao por Craig (1957). No Centro de Isotopos
Estaveis Ambientais da UNESP — Campus de Botucatu, € utilizada como subpadrao de
trabalho, uma rocha carbonatada (marmore) com alta pureza em calcita (DUCATTI;
SALATI; MATSUI, 1979). Quando se tem sinal negativoditC, indica que o material
estudado apresenta menor concentragdo de carbono em relagcdo ao padréo internacional
PDB. (DUCATTI et al., 1979; DUCATTI, 2007; VOGEL, 1993). A medida da relacdo
entre isotopos estaveis € realizada por espectrometria de massas, que detecta a
concentracdo dos diferentes is6topos do elemento.

A fonte primaria do carbono para as plantas terrestres € o0 gas carbOnico
atmosférico, o qual apresenta valor&&C de aproximadamente -7,7%0 (KENNEDY;
KROUSE, 1990)Este carbono sofre discriminacgao isotopica ao lahm@rocesso de
fotossintese. O termo discriminagcdo isotdpica indica enriquecimento ou
empobrecimento isotdpico relativo do produto em relagédo a fonte precursora.

De acordo com seu ciclo fotossintético, as plantatem ser classificadas em
sua maioria, em dois grupos principais: plantaggadroz, leguminosas, trigo, cevada,
hortalicas, beterraba, mandioca, algodao, alfafa, soja, feijao, frutiferas em geral,
gramineas temperadas, entre outros), €c@na de acucar, milho, gramineas tropicais,
entre outras). A diferenga entre elas ocorre devido as distintas rotas bioquimicas na
producdo de carboidratos. As plantas que seguem o ciclo fotossintgticg@meiro
composto organico formado pelo Ciclo de Calvin, contém 3 atomos de carbono. A
enzima fixadora do Ca RuBP-carboxilase, discrimina o £@esultando em valores
de 3°C menores em relacdo as plantas(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

Outra forma de fixacdo do carbono pelas plantas ocorre nas células do mesofilo, em que
o dioxido de carbono é fixado ao fosfoenolpiruvato (PEP), formando o oxalacetato, um
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composto de 4 carbonos. Por esse motivo, sdo denominadas de plantas de ciclo
fotossintético G. Neste caso, a enzima catalisadora da reacdo de fixacdo de carbono
(PEP-carboxilase) ndo discrimina o £8omo a RuBP-carboxilase e, desta forma,
estas plantas possuem valoresdfic maiores que das plantas (RAVEN et al.,

2001).

Nas plantas § o valor de>"*C varia de -22 a -34%o, dependendo da espécie e da
parte da planta analisada, enquanto que nas plaptasv@lor encontra-se entre -9 e
-16%o (VOGEL, 1993). O contraste existente na razéo isotopiceCdéC das plantas
Cs e G possibilita estudos na area de nutricdo animal, utilizando como marcader o
e sua concentracao natural existente nos alimentos (DUCATTI, 2007). Devido ao fato
das plantas serem fonte de alimento aos animais, a “impresséao digital isotOpica” destas
fontes sera refletida nos tecidos especificos dos animais, apds certo tempo de
metabolismo (DeNIRO; EPSTEIN, 1978; GANNES; DEL-RIO; KOCH, 1998),
possibilitando evidenciar as dietas a partir da analise isotopica nos tecidos (DUCATTI,
2007).

O principal elemento considerado na analise alimentar é o carbono, contudo a
complexidade na interpretacdo dos valores isotOpicos sobre as possiveis fontes
alimentares sugere a complementacdo com outros is6topos como o nitrogénio (FRY;
SHERR, 1984).

Piasentier et al. (2003), ao avaliarem a técnica dos isétopos estaveis de C e N,
observaram que as diferencas encontradas nos valor&@SQi@o tecido de ovinos
deveram-se principalmente ao tipo de regime alimentar. Entretanto,d{38kaos
valores podem ter sofrido interferéncia em funcao do tipo de solo, possivel presenca de
plantas leguminosas na dieta e ainda ser oriunda dos préprios fatores metabdlicos do
animal.

A técnica dos isOtopos estaveis tem possibilitado pesquisas relacionadas a
nutricdo animal, devido ao fato de que os valores isotépicos determinados terem como
base alimentos assimilados e n&o apenas alimentos ingeridos. Portanto, permite a
obtencé&o de informagfes de dietas consumidas recentemente ou até mesmo aquelas que
foram fornecidas no periodo inicial da vida dos animais (HOBSON; CLARK, 1992).

A utilizacdo dos isotopos estaveis ambientais na Zootecnia acontece ha muitos

anos. Ludlow e colaboradores, em 1976 propuseram a técnica para determinacdo das
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proporcdes ingeridas de espécies de plantas G, pelos animais. Posteriormente,
Lourenco; Matsui; Arcaro Junior (1984) estudaram o grau de seletividade da dieta em
vacas leiteiras, mantidas em pastos de graminea e leguminosa, atra®&i do
determinado nas fezes, leite e sangue. Estes trabalhos partiram do mesmo pressuposto
de que a técnica dos is6topos baseia-se no fato de que, no processo fotossifigtico, o

do CQ atmosférico sofre discriminagdo isotopica em relacdo ao total de carbono,
quando integrado aos tecidos das plantas. Assim, existe diferenca isotdpica da ordem de
16%o nos valores em™C entre as plantas do ciclo fotossintétice €CC,, podendo
caracterizar a dieta do animal através da analise isotépica do carbono dos tecidos
(DUCATTI, 2007). A confiabilidade da técnica dos isotopos como ferramenta na
determinacdo de proporcdes ingeridas de plangas @ também foi demonstrada por
Coates (1996), Norman et al. (2009) e Martins (2010).

Os isOtopos estaveis também podem ser utilizados combinados a outros
marcadores, como por exemplo, os alcanos (GARCIA et al., 2000; MACHADO et al.,
2006), analisados nas fezes. Garcia et al. (2000), estudaram o uso combinado dos
alcanos aos isotopos de carbono na determinagé@o do consumo de pasto e suplemento em
vacas leiteiras. Os resultados indicaram que a combinacéo dos n-alc@\i3 pode
ser utilizada com sucesso na estimativa do consumo de silagem de milho e pasto, em
vacas suplementadas em grupo.

Diversas pesquisas tém utilizado os is6topos estaveis como ferramenta em
estudos com diferentes objetivos, tais como, caracterizacao e diferenciacédo do regime
dietético de suinos ibéricos de acordo com a alimentacdo recebida no periodo de
engorda (GONZALEZ-MARTIN et al., 1999), certificacdo da origem geogréfica e tipos
de alimentacdo de ovinos (PIASENTIER et al.,, 2003), avaliacdo dos sistemas
produtivos convencional e organico da carne de bovinos (SCHIMIDT et al., 2005), no
processo de rastreabilidade do leite de vacas sob diferentes regimes alimentares
(KNOBBE et al., 2006), como indicadores na autenticacdo do leite organico na
Alemanha (MOLKENTIN, 2009), entre outras.

Pesquisas utilizando a técnica dos isOtopos estaveis em processos de
rastreabilidade de produtos de origem animal tem sido interesse por varios
pesquisadores. Nos ultimos anos, a seguranca e a qualidade dos alimentos tornaram-se a

principal demanda do consumidor, bem como a determina¢do da autenticidade e origem
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geografica dos alimentos. Um sistema de rastreabilidade eficiente contribui com a
prevencdo de fraudes, fornece método eficaz para avaliacdo dos alimentos, facilita os
procedimentos de controle de doencas transmitidas por alimentos e contribui pela
confianca dos consumidores na seguranca do prodR@agHE, 2007).

Em processos de certificacdo de produtos de origem animal utilizando a técnica
dos isotopos estaveis, devem-se levar em consideracdo alguns fatores que podem causar
variacbes da razao isotopica no animal. Estas variacbes podem estar relacionadas as
diferencas existentes entre tecidos e produtos animaiguraover isotopico, a
qualidade e natureza da dieta, assim como informacgdes a respdracidnamento
isotépico que possa existir entre a dieta e tecido do animal (POST, 2002; TIESZEN et
al., 1983).

O fracionamento isotdpico € resultante de procesEm®rrentes durante a
digestado, absorcao, assimilacao e excrecdo dos nutrientes (DeNIRO; EPSTEIN, 1978).

Sponheimer et al. (2003), realizaram estudo de dnagnento isotépico em
diversos mamiferos herbivoros, analisando fezes e pélos dos animais. As fezes foram
escolhidas para refletirem a alimentacdo consumida recentemente, enquanto os pélos
foram escolhidos para refletirem alimentacéo realizada ha alguns meses. Os resultados
encontrados mostraram diferencas de fracionamento isotdpico entre as amostras
analisadas.

Quando a técnica dos is6topos é aplicada em partes especificas do corpo, gera
informac&o mais precisa de qual foi a fonte alimentar efetivamente incorporada ao
tecido do animal ao longo do tempo (SPONHEIMER et al., 2003). Essa incorporagéo
pode variar de acordo com o tecido analisado e tseover isotopico. Quando
determinado organismo utiliza diferentes fontes alimentares com composicao isotopica
distinta, deve-se levar em consideragédo o tempo necessario para que o carbono da nova
dieta seja incorporado aos tecidos. Esse tempo é denominado de taxaoster
isotopico (TIESZEN; BOUTTON, 1983). Tecidos mais ativos metabolicamente
apresentanturnovermais rapido que tecidos menos ativos metabolicamente. Com isso,
se faz necessario eleger um tecido ou componente corporal que reflita as alimentacdes
dos animais em diferentes periodos de avaliagdo, em processos de certificacdo.

S&o poucos os trabalhos nacionais avaliando a aplicacdo da metodologia dos

is6topos estaveis em estudos com animais ruminantes.
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A utilizagdo da técnica dos iso6topos estaveis vem se consolidando como
metodologia consistente e de potencial para auxiliar no entendimento de pesquisas
direcionadas aos animais ruminantes. Para isso, mais estudos Sao necessarios,
associados ou ndo a outras metodologias convencionais, fazendo com que 0s isGtopos se
transformem em mais um meio de auxiliar e proporcionar suporte de cunho cientifico

em pesquisas no Brasil.
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3. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

A demanda por carne bovina de qualidade no mercado mundial é crescente.
Neste contexto, novas técnicas para complementar e dar maior suporte as pesquisas
relacionadas a producdo animal assumem extrema importancia. Metodologias para
diversos tipos de analises tém sido desenvolvidas buscando maior eficiéncia e facilidade
na obtencdo de resultados. Sendo assim, a técnica dos isotopos estaveis torna-se uma
importante ferramenta em estudos com foco na producao animal.

S&o poucos os trabalhos nacionais avaliando a aplicacdo da metodologia dos
isGtopos estaveis em animais ruminantes. O Brasil tem lideranca declarada de maior
produtor comercial e exportador de carne bovina do mundo. Por isso se torna de
extrema importancia o desenvolvimento de pesquisas direcionadas a Nutricdo e
Producdo de Ruminantes, a fim de melhor compreender e proporcionar suporte de
cunho cientifico ao sistema de producédo da carne bovina. Além disto, avaliar a real
contribuicdo dos resultados obtidos pela metodologia dos isétopos estaveis nas

condices tropicais, a qual se insere o Brasil.

O Capitulo I, intitulado*Estimativa de consumo de pasto pela técnica dos
isétopos estaveis do carbono, em bovinos de corte em pasto suplementados na
seca”, apresenta-se de acordo com as normas para publicacdo na ‘t&xistao
Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia” (Brazilian Journal of Veterinary
and Animal SciencgsO objetivo deste trabalho foi avaliar a técnica dos isétopos
estaveis de carbono em comparacdo ao indicador externo 6xido de craqg), (Cr
aliados ao indicador interno fibora em detergente neutro indigestivel (FDNi), na
estimativa de consumo de pasto de bovinos em pastejo recebendo suplementagdo na
fase de terminagéo.

O Capitulo 1, intitulado“ Alteragédo isotopica de carbono em tecidos de
bovinos de corte criados em pasto suplementados no periodo da seca: Implicagfes
na autenticacdo isotopica da carne bovina“apresenta-se de acordo com as normas
para publicacdo na revistaArquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e

Zootecnia” (Brazilian Journal of Veterinary and Animal Science®bjetivou
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investigar mudancas na composicdo isotopicaddé em diferentes cortes carneos,
sangue total, plasma e fezes de bovinos de corte criados em pasto (plaltai@e o
periodo de terminagdo recebendo suplementacdo a base de plantapetiodo da

seca, aléem de avaliar o potencial da técnica dos isOtopos estaveis de carbono na

deteccao de diferentes fontes alimentares em tecidos de bovinos.
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Estimativa do consumo de pasto pela técnica dos is6topos estaveis do carbono, em
bovinos de corte em pasto suplementados na seca

Resumo —Foi realizada avaliacdo da técnica dos isétopos estaveis de carbono em
comparacao ao indicador externo 6xido de cromedg}r aliados ao indicador interno

fibora em detergente neutro indigestivel (FDNi), na estimativa de consumo de bovinos
em pastejo recebendo suplementacdo na fase de terminacdo. Foram utilizados 36
bovinos de corte da raca Guzera, 18 machos e 18 fémeas, com 20 meses de idade e
média de peso vivo inicial de 358,18 kg e 317,83 kg, respectivamente, distribuidos em
12 piquetes, sendo 3 animais por piquete. Os animais foram mantidos em pastagem de
Brachiaria brizantha(C,;) sob método de pastejo de lotacdo continua, recebendo
suplementacao @ na fase de terminagcédo. Realizaram-se administracfes,Og d&is

animais por periodo de 10 dias, sendo realizadas nos ultimos trés dias, coletas de fezes
para as andlises. Ambas as metodologias possibilitaram estimativas de consumo
semelhantes (P >0,05). Houve diferenca (P <0,05) na estimativa do consumo de matéria
seca entre os machos e fémeas, sendo 0 maior consumo correspondente aos machos
Houve alta correlagdo entre consumo animal e ganho de peso médio diario (r = 0,80), e
os valores de consumo e ganho foram menores no periodo mais critico da seca, onde a
pastagem encontrava-se com reduzida produtividade e qualidade nutricional. A
estimativa de consumo do pasto por intermédio dos isotopos de carbono mostra-se
viavel na experimentagdo com animais em condicdes de pastejo, apresentando

vantagens quanto a menor interferéncia ao comportamento animal.

Palavras-chave:carbono-13, FDNi, 6xido de cromo, plantas glantas G
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Estimated intake by the technique of carbon stable isotopes in beef cattle on
pasture supplemented in dry

Abstract — We evaluated the carbon stable isotope technique in comparison to the
external indicators of chromium oxide (Og), together with the internal indicators
indigestible neutral detergent fiber (NDFi), in estimated of the intake of cattle grazing
and supplementation in the finishing phase. Thirty-six Guzera breed beef cattle (18
males and 18 females) were used, with 20 months old and average initial weight of
358.18 kg and 317.83 kg, respectively, divided into 12 paddocks, 3 animals per
paddock. The animals were reared at pasture dominat&utdapiaria brizantha(Cy)

under grazing continuous method, and supplementefeéd) in the finishing phase.
Cr,Os were applied into animals for 10 days, and the last three days, fecal samples were
collected for analysis. Both methodologies enabled similar intake estimates (P >0.05).
There were differences (P <0.05) in the estimated dry matter intake between males and
females, with the highest intake for males. There was a high correlation between intake
and daily weight gain (r = 0.80), and the intake and weight gain values were lower in
the most critical dry period, where the pasture had reduced productivity and nutritional
quality. The estimate of the pasture intake through the C isotopes provides to be feasible
in animal experiments under grazing conditions. Besides, this technique has advantage

in terms of less interference to animal behavior.

Key words: carbon-13, chromium oxide, NDFiz@lants, G plants.
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Introducao

A avaliacdo do desempenho animal em condi¢cGes de pastejo € de fundamental
importancia para os nutricionistas. Sendo o desempenho animal funcédo direta do
consumo de matéria seca digestivel, a determinacéo deste, se torna um dos parametros
mais importantes para essa avaliacdo. Entretanto, a mensuracdo do consumo em pasto é
complexa e ndo pode ser realizada diretamente, como em confinamentos (Minson,
1990).

A utilizacdo dos indicadores externos e internos consiste em alternativa na
estimativa do consumo de matéria seca do pasto. Baseia-se na obtencdo da massa
consumida por meio da relacdo entre a excrecdo fecal e a digestibilidade da dieta
(Detmann et al 2001).

Entre os indicadores externos existentes, o 6xido de crora@sjGem sido o
mais utilizado (Astigarraga, 1997), por ser barato, facilmente incorporado a dieta e
analisado com relativa facilidade (Merchen, 1988). Existem algumas desvantagens
quanto sua utilizagéo, tais como incompleta mistura com a digesta ruminal, recuperacéo
incompleta e possibilidade de acimulo em alguma parte do trato digestivoefSilva
2010b). Além disso, a cada fornecimento os animais devem ser contidos, 0 que aumenta
O estresse, podendo alterar o comportamento de pastejo, 0 consumo e
consequentemente, a excrecao fecal (Burns,e1394).

Os indicadores internos podem ser utilizados tanto na estimativa da producéo
fecal, quanto na estimativa de digestibilidade e ingestdo de alimentos, quando se
conhece a producao fecal (Berchigli al, 2000). Dentre eles, podem-se destacar
alguns componentes da fracéo fibrosa dos alimentos, como por exemplo, a fibra em
detergente neutro indigestivel (FDNi). No entanto, assim como os indicadores externos,
os indicadores internos possuem suas limitagGes, tais como resultados variaveis,
incluindo resultados sub ou superestimados.

Pode-se notar que nenhuma das substancias utilizadas como indicadores
preenchem todas as caracteristicas de indicador ideal. As limitacdes inerentes aos
indicadores impulsionam a busca por outros métodos mais precisos, e de preferéncia,

com metodologias de analise mais simples e confiaveis.
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A diferenca existente entre as concentracdess'd@ nas plantas £e G,
possibilita a utilizacdo do iso6topo de carbono como marcador natural (Metrtals
2012). Uma vantagem a este metodo € a menor interferéncia ao comportamento natural
dos animais, evitando assim 0 estresse e consequentemente a mudanca no
comportamento de pastejo.

A técnica dos is6topos estaveis merece destague como meétodo alternativo ao uso
dos indicadores. Os isétopos estaveis sdo utilizados como marcadores naturais na
determinacao dos alimentos ingeridos por uma variedade de espécies animais, incluindo
bovinos (Jonest al, 1981), ovinos (Normaat al, 2009), Ihamas, caprinos e coelhos
(Sponheimer et a12003), entre outros.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a técnica dos isGtopos estaveis de carbono
em comparacdo ao indicador externo oxido de cromgOgiraliados ao indicador
interno fibra em detergente neutro indigestivel (FDNi), na estimativa de consumo de
pasto de bovinos em pastejo recebendo suplementacao na fase de terminacgao.

Material e Métodos

O experimento foi realizado na APTA — Pdélo Regional do Extremo Oeste,
localizada no municipio de Andradina, oeste do Estado de S&o Paulo, em parceria com a
Universidade Estadual Paulista (UNESP), da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, conforme normas do comité de ética (protocolo n°
35/2011 - CEUA) desta Universidade.

Segundo dados climaticos da APTA, no ano de 2011 (Fig. 1) a temperatura
meédia mensal variou entre 20 a 27°C ao longo do ano e a precipitacao total foi de 1.355
mm. O ano de 2011 foi considerado atipico, em funcéo da ocorréncia de duas geadas ao
final do més de julho e inicio do més de agosto.
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Figura 1. Distribuicdo média mensal da precipitacdo pluvial (mm) e temperatura (°C)

média dos meses de marco a hovembro de 2011.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado. Foram
testados dois métodos de estimativa de consumo (6xido de cromo e is6topos de C,
associados ao indicador interno de digestibilidade (FDNi) em duas categorias animal
(machos e fémeas). Utilizaram-se 36 bovinos de corte da raca Guzera, 18 machos e 18
fémeas, com 20 meses de idade e média de peso vivo inicial de 358,18 + 27,09 kg e
317,83 + 24,94 kg, respectivamente. Os animais foram identificados, pesados e
distribuidos de forma homogénea e aleatéria em 12 piquetes (3 animais por piquete), a
fim de garantir as médias de peso vivo semelhantes entre as repeticdes (piquetes).

Os piquetes foram divididos com cerca eletrificada e providos de comedouros de
madeira com espaco de 60 cm linear por cabeca e bebedouros tipo australiano de 1000
litros. Os animais foram vacinados contra febre aftosa e realizado o controle de
endoparasitas ao inicio do experimento e posteriormente conforme a necessidade.

Foi realizada adubacao de 80, 60 e 40 kg/ha/ano deyeKR,0, na forma de
superfosfato simples (333 kg/ha) e da férmula 20-00-20 (200 kg/ha) em novembro de
2010 e aplicacdo de 134 kg/ha de nitrato de amonio (30-00-01) em fevereiro de 2011.

Os piquetes foram pastejados intensamente para uniformizacdo das areas antes
do diferimento, a fim de melhorar a qualidade da massa de forragem acumulada.
Posteriormente, foi realizado o diferimento (vedacdo do pasto) dos piquetes
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experimentais com capim-marandWrg¢chloa brizantha Stapf cv Marandu sin.:
Brachiaria brizantha)no més de marco de 2011 com utilizagdo no més de julho do
mesmo ano, quando se iniciou o periodo experimental.

Antes do inicio do periodo experimental, os bovinos estavam sob regime de
pastejo, recebendo apenas fontes alimentares de planta de ciclo fotossintéfico C
iniciar o periodo experimental, os animais foram transferidos para os piquetes diferidos
e comecaram a receber a suplementacgoat€ o abate.

A fase experimental constituida por 140 dias (julho a novembro) foi dividida em
cinco periodos de 28 dias. No 3° periodo experimental realizou-se o estudo de avaliagédo
de metodologias na estimativa do consumo. Nesta ocasido, 0s animais estavam com
meédia de peso vivo de 408,00 + 26,38 kg e 342,20 + 22,50 kg, para machos e fémeas
respectivamente.

O suplemento fornecido aos animais foi na quantia de 0,8% do peso vivo e 0
teor de proteina foi compativel com desempenho esperado de 0,7 kg/dia. A dieta foi
formulada pelo programa Super Crac para bovinos de corte 4.7 (2010).

Para o preparo do suplemento (Tab. 1) foi utilizado misturador vertical de 500
kg. O suplemento foi pesado, identificado por piquete e ajustado a cada 28 dias apos
pesagem dos animais.

Os animais passaram por periodo de adaptacdo de duas semanas recebendo
inicialmente 1,5 kg de suplemento/cabeca/dia, aumentando-se gradativamente até
atingir 0,8% PV. Os suplementos foram fornecidos diariamente, as 10 horas da manha,
procurando nao alterar o comportamento e os ciclos de pastejo dos animais.

O valor isotépico do suplemento foi calculado pelas porcentagens de inclusédo de
cada ingrediente na formulacéo, seus valores isotépicos e de carbono total (%) presente

em cada ingrediente (Tab. 1).
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Tabela 1. Composicéo do suplemento, em percentagem de inclusdo dos ingredientes (l1)
na matéria natural (MN), composicdo quimica em percentagem da matéria seca (MS) e

valor isotépico em %e(>C).

. Il PB FDN FDA  &C (%) C total (%)

Ingredientes
%MN % MS

Casca de soja 46,70 14,00 64,50 46,50 -27,22 39,99
Polpa citrica 31,00 5,93 25,90 18,50 -28,18 43,03
Farelo de soja 18,00 51,40 24,60 10,60 -26,18 45,67
Sal mineral 2,10 - - - - -
Uréia 2,00 281,00 - - - -
Sulfato de aménio 0,20 - - - - -
Suplemento 100 23,26 42,57 29,35 -27,43 41,63

PB: proteina bruta. FDN: fibra em detergente neutro. FDA: fibra em detergente acido

As avaliacbes da disponibilidade de massa de forragem de cada piquete foram
realizadas pelo método direto rente ao solo de toda a forragem presente no interior de
uma moldura metalica, medindo 1,0 x 0,5 m (0%. A moldura foi lancada ao acaso
por nove vezes, de acordo com a determinacdo da altura dos pastos em cada avaliagéo,
pela medicdo de 84 pontos por piquete com régua graduada. As amostragens foram
realizadas na mesma semana das pesagens dos animais.

Foi realizada coleta de amostras do pasto por meio de simulacdo de pastejo,
método proposto por Sollenberger & Cherney (1995) citado por Andrade (2003). As
amostras foram coletadas manualmente pelo mesmo observador, pelo rhérmdlo “
plucking”, apés prévia observagdo do hébito de pastejo dos animais (Andrade, 2003), na
tentativa de se obter uma por¢éo da planta similar aquela selecionada por eles.

No laboratério de Forragicultura da UNESP — Campus Dracena, as amostras de
forragem foram pesadas, homogeneizadas e submetidas a secagem em estufa de ar
forcado a 65°C por no minimo 72 horas e, apds este periodo, foram pesadas para
determinacdo da matéria seca. Posteriormente, foram moidas em moinkdleyo
com peneira de malha de 1 mm e guardadas em sacos plasticos para analises
bromatoldgica e isotopica.

As amostras de forragem e suplemento foram analisadas quanto aos teores de

matéria seca (MS), proteina bruta (PB), segundo procedimentos descritos por Silva e
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Queiroz (2002), e fibra em detergente neutro (FDN), fibora em detergente &cido (FDA),
pelo método proposto por Van Soest (1994). Os valores de todas as analises foram
corrigidos para 100% de matéria seca (MS). As analises da composicdo quimica das
amostras de simulacédo de pastejo foram realizadas no Laboratério de Bromatologia da
FMVZ (Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia) da UNESP, Campus de
Botucatu.

Para relacionar o consumo ao peso corporal dos animais, foi utilizado como
referéncia o peso médio no periodo (3° periodo), estimado pela média entre os valores
inicial e final.

As pesagens dos animais foram realizadas a cada 28 dias, com jejum de
forragem e suplemento de 16 horas. O ganho de peso médio diario (GMD) foi obtido
pela diferenca entre as pesagens realizadas ao inicio e final de cada periodo
experimental, dividido pelo nimero de dias do periodo.

A mensurac¢do do consumo de forragem foi realizada por meio do 6xido de
cromo (CpOgs), associado ao indicador interno FDNi. Para estimativa da excrecdo de
MS fecal foram fornecidas céapsulas contendo 15 g d@s@nimal diariamente. As
capsulas foram introduzidas via sonda esofagica em dose Unica as 11:00 h, durante 10
dias, sendo nos ultimos 3 dias realizadas coletas de amostras de fezes
(aproximadamente 300 g) via reto, coletadas as 16:00 h do 8° dia; no 9° dia as 12:00 h e
no 10° dia as 8:00 h. Imediatamente apdés a coleta, as amostras de fezes foram
acondicionadas em sacos plasticos, identificadas e congeladas a -10°C, para posteriores
andlises laboratoriais.

Para tal procedimento, os animais foram conduzidos ao curral e contidos, para
gue se procedesse as aplicacdes e coletas. As amostras foram analisadas quanto ao teo
de cromo, em espectrofotdmetro de absor¢céo atdomica, conforme a metodologia descrita
por Willians et al (1962).

A estimativa da excrecao fecal de MS (EFMS) foi realizada considerando-se a
razao entre a quantidade de indicador fornecido e sua concentracdo nas fezes: EFMS
(g/dia) = [Quantidade fornecida do indicador / concentragdo do indicador nas
fezes]x100.

A fibra em detergente neutro indigestivel (FDNi) foi o indicador interno

utilizado para estimar o consumo voluntario de MS do pasto e a digestibilidade utilizada
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nos calculos da estimativa de consumo pelos isétopos estaveis do carbono. Amostras de
pastejo simulado, suplementos e fezes foram incubadas por 240 horas €Cakali
2008) no rumen de um bovino para estimativa da FDNi. Os calculos do consumo
voluntario de MS foram realizados através da equacao proposta por Dedtnainn
(2001):

CMS (kg/dia) = {{(EFMS*FDNIF) — IFDNiS] / CFDNiF} + CMSS

Em que: CMS (kg/dia) = consumo de matéria seca; EFMS = excrecao fecal de MS
(kg/dia); CFDNIF = concentragdo de FDNi nas fezes (kg/kg); IFDNIS = Ingestéo de
FDNi via suplemento (kg/dia); FDNiF = concentragdo de FDNi na forragem (kg/kg) e

CMSS = consumo de matéria seca de suplemento (kg/dia).

Para estimar o consumo individual do suplemento, foi utilizado como marcador
o diéxido de titanio (TiQ), fornecido diariamente aos animais, misturado ao
suplemento (10 g/animal/dia).

Para determinacdo do percentual de consumo do suplemento e do pasto pelas
andlises isotopicas, foram coletadas fezes e alimentos fornecidos aos animais, de acordo
com Lourenceet al (1981).

As amostras de fezes utilizadas para estimar o consumo péweCFiO, foram
as mesmas utilizadas para as analises isotopicas, onde estas foram congeladas a -10°C
até posterior mensuracao isotépica no Centro de Isétopos Estaveis do Instituto de
Biociéncias da UNESP, Campus de Botucatu.

As amostras dos alimentos e fezes foram secadas em estufa a temperatura de
50°C por 48 horas. Posteriormente, foram moidas em moinho criogénico Spex Sample
Prep, modelo Geno/Grinder 2010, a -196°C. Foram utilizadas aproximadamente 2,0 g
de amostras depositadas em frasco de policarbonato juntamente com duas esferas de aca
inoxidavel (modelo 440, sem oleo/graxa), o qual foi devidamente fechado e imerso em
nitrogénio liquido durante trés minutos para congelamento das amostras, e posterior
moagem.

Apdés moagem das amostras, foram pesadas aliquotas entre 50 a 70 ug e

acondicionadas em capsulas de estanho para analise isotopica.
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Para determinacdo da composic¢ao isotopica, foi utilizado o Espectrémetro de
Massas model®elta V. Advantag@acoplado ao analisador elementar moddlaSH
2000 EAdo Centro de IsOtopos Estaveis do Instituto de Biociéncias da UNESP,
Campus de Botucatu. Os resultados foram expressos em ndtaeao relagdo ao
padrdoPeedee BelemnitPDB) parad'>C, com erro de andlise da ordem de 0,8%o

calculado pela equacéo 1:

6(amostra, padraoy [(RamostréRpadréf)— 1 x 10° (2)

onde:
d = enriquecimento relativo da amostra em relagéo ao padrao. Adimensional.

R = razéo isotopica da amostra e do padrdo. Adimensional.

Para calculo de consumo pela técnica dos isotopos estaveis, foram utilizadas
amostras dos alimentos ofertados e das fezes dos animais, pois segundoeialttins
(2012), as fezes sao os melhores indicativos da dieta recentemente ingerida, por
apresentar rapidiurnover.Os calculos foram realizados pela equacéao 2 (Noehah,

2009), por levar em consideracdo a digestibilidade dos alimentos e o fator de

fracionamento isotépico nos célculos.
% C;= 100-(100/({[Dx((B+F)-A))/[EX(A-(C+F))]}+1) (2)
Na qual, a simbologia significa:

% C, = proporcédo de consumo de forragem proveniente de plantas C
A = §°C da amostra dos animais (fezes)

B = §"°C das plantas £suplemento)

C = §°C das plantas &pasto)

D = 100 - % Digestibilidade pelos calculos de FDNi do suplemento

E =100 - % Digestibilidade pelos calculos de FDNi do pasto

F = discriminagéo isotépica dieta/ tecido
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O fracionamento isotdpico foi expresso pela diferenca enféodas fezes e
do pasto (@) conforme equagéo 3, encontrando valor de -0,5%o.

A= 813C tecido— 813C dieta (3)

Para fracionamento isotépico fezes-suplement) {&@ utilizado valor fixo de
-1,0%0 (Coates et gl1987; Sponheimer et.aR003).

Para analise dos dados entre os grupos de resposta, foi utilizado o teste t
“Student”, considerando diferencas significativas para P <0,05. As analises foram
realizadas no Software Minitab 16 (Minitab®16, 2010).

Para as analises de correlacéo foi utilizado o programa R (R Development Core
Team, 2006).

Resultados e Discussao

A disponibilidade total de massa seca (MST) do capim marandu diferido para
utilizacéo no periodo experimental foi de 5.982 kg, enquanto que a disponibilidade
de massa seca verde (MSV) foi de 1.616 kij.IND entanto, as avaliacées de consumo
ocorreram no 3° periodo experimental, onde os bovinos ja haviam consumido grande
parte dessa forragem. Neste periodo, as disponibilidades de MST e MSV foram de
4.806 kg.hd e 806,5 kg.Ha respectivamente.

Em revisdo de literatura, Silvet al (2009) buscaram nos ultimos onze anos
(1998-2009) na literatura nacional, artigos que utilizaram suplementacdo ou nao de
animais no periodo da seca em pastejoBdachiaria decumbens Brachiaria
brizantha. Observaram que a disponibilidade total de matéria secBraesiarias
diferidas para utilizacdo na seca possuiu uma amplitude de 1.300" kBunglideset
al., 1998) a valores excessivos de 14.386 kij(Aaedo, 2004), com média de todos os
experimentos de 6.431 kg:haA disponibilidade de matéria seca verde variou de 407
kg.ha' (Euclides, 2001) a 3.868 kg:hgPaulinoet al, 2002), com média de 2.173
kg.ha'. Nota-se que a disponibilidade de forragem pode variar de acordo com situacdes

de cada experimento, dependendo de fatores como niveis e tipos de suplementacéo, taxa
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de lotacdo, qualidade nutricional da forragem disponivel aos animais, caracteristicas
estruturais da pastagem, entre outros.

De acordo com o NRC (1996), pastagens com menos de 2.000 kg de matéria
seca por hectare ensejam menor consumo de pasto e aumento do tempo de pastejo,
portanto, os resultados de oferta de forragem no presente trabalho garantiram consumo
sem restricdo aos animais.

Pode-se inferir que a disponibilidade média de massa seca de forragem total ndo
limitou o consumo dos animais no presente estudo, porém a disponibilidade de massa
seca de forragem verde pode ter influenciado no consumo e consequentemente, no
desempenho animal, principalmente nos periodos mais criticos da seca, pois 0s
melhores ganhos de peso ocorreram no final do periodo experimental (Fig. 3), periodo
de transicdo seca-aguas, com disponibilidade de MFV em torno de 1.933;5 &g.ha
melhora na qualidade nutricional da forragem (menores teores de fibra e maiores teores
de proteina bruta).

Santos et al (2004), ao estudarem pastagem diferida, disponibilidade e
desempenho animal durante a seca, concluiram que a utilizacdo continua da pastagem
diferida ndo afetou a disponibilidade média de forragem total, e sim, menor
disponibilidade e proporcéo de folhas verdes influenciando no peso dos animais.

Os teores meédios de proteina bruta (% PB) obtidos pelas amostragens da
pastagem pelo método de simulacéo de pastejo foram decrescendo nos meses de agostc
e setembro, o qual era esperado, mas ndo com a intensidade verificada. O principal
agravante para os menores valores encontrados nos periodos, além da reducdo da

precipitacéo, foi a ocorréncia de duas geadas, nos meses de julho e agosto.
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Figura 2. Teores de proteina bruta (% PB) das amostras de simulacdo de pastejo ao
longo do periodo experimental.

Em meados do més de outubro, os teores de PB auamargan decorréncia do
aumento da precipitacdo pluviométrica e assim, da rebrota, que de forma geral melhorou
a composicao quimica do pasto.

Estes valores estdo de acordo com relatos de &ilak (2009), onde os teores
de PB variaram de 2,33 a 8,97%, com média de 5,59% durante o periodo da seca. Os
menores valores de PB, assim como, os elevados de fibra em detergente neutro (FDN) e
fibra em detergente acido (FDA) no periodo da seca estao relacionados ao processo de
senescéncia da planta, onde ocorre diminuicdo dos componentes digestiveis, como 0s
carboidratos soluveis e as proteinas, e aumento da proporcéo de fibras (Euclides, 2000).
A medida que aumentam os teores de FDN e FDA, ocorre reducéo do valor nutritivo da
forragem, com menor concentragdo do conteudo celular, limitando a energia disponivel
para os ruminantes (Melkt al, 2006). Com isso, segundo Van Soest (1994), pastagens
durante o periodo seco em sua maioria, apresentam menos de 7% de proteina bruta da
matéria seca, havendo assim, deficiéncia de proteina degradavel no rumen para
crescimento microbiano, causando diminuicdo na digestdo da celulose e no consumo,

acarretando baixo desempenho animal.
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Na Fig. 3 encontram-se os valores médios de GMD e teores de FDN e FDA nos
periodos de avaliacdo. Pode-se observar que houve alta correlacdo negativa (P <0,05)
do GMD com FDN (-0,75) e FDA (-0,76) nos periodos avaliados.
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Figura 3. Valores médios de teores de fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em
detergente acido (FDA) em % e ganho médio diario (GMD) em gramas.

Os ganhos médios diarios ndo atingiram o desempenho esperado em todos 0s
periodos experimentais, e este fato foi mais evidenciado nas fémeas em relacdo aos
machos. O suplemento foi formulado para teor de proteina compativel com desempenho
de 0,7 kg/dia, ao nivel de suplementacéo de 0,8% do peso vivo. O reduzido desempenho
animal pode ter ocorrido devido a reduzida qualidade nutricional da forragem
disponivel, com elevados teores de fibra (FDN e FDA), e menores teores de proteina
bruta, e baixa disponibilidade de massa seca verde, que mesmo associada a
suplementacao, ndo propiciou ganho de peso esperado.

A suplementacao exerce efeito positivo no consumo de nutrientes, independente
do periodo em que é fornecida, pois aumenta a capacidade de digestdo do pasto por
esses animais (Fernandssal., 2010; Fernandex al., 2012). Entretanto, constatou-se
que a suplementacédo foi dependente dos componentes qualiquantitativos da pastagem.

Houve baixa correlacdo entre o GMD e consumo de suplemento (coeficiente de
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correlagdo = 0,16), provavelmente em funcdo da quantidade fornecida do suplemento,
gue foi fixa durante todo o periodo experimental, ndo sendo ajustado de acordo com a
melhora nutricional do pasto. Além disso, o baixo ganho de peso no 3° periodo, pode
estar relacionado ao manejo intenso dos animais para administrar o 6xido de cromo
durante varios dias consecutivos, o0 que pode ter causado maior estresse e
consequentemente, queda no consumo e no desempenho.

O valor des™C na forragem foi tipico de plantas, @Que pode variar de -9 a
-16%o, segundo Vogel (1993). O suplemento apresentou maior valor negaititCde
pois todos os ingredientes utilizados na formulagdo foram originarios de plantas do
ciclo fotossintético g e segundo Vogel (1993), o valor #8C pode variar de -22 a

-34%o0, dependendo da espécie e da parte da planta analisada (Tab. 2).

Tabela 2. Valores médios d&°C (%c) e Carbono total (%) da forragem e do

suplemento, e'8C (%.) das fezes dos animais com seus respectivos desvios-padrao.

N° amostras 87°C (%o) C (%)
Forragem 05 -14,35+0,14 4294 +2.0
Suplemento 05 -27,43 £ 0,20 41,63 +0,6
Fezes (machos) 18 -18,45 + 0,67 -
Fezes (fémeas) 18 -19,07 £ 1,21 -

Os valores dé™*C nas fezes indicaram a incorporacdo do carbono proveniente
da suplementacdo. Estes valores foram utilizados para célculo das proporc¢des ingeridas
pelos animais de pasto e suplemento, pela técnica dos is6topos do carbono. Como a
quantidade de suplemento fornecida aos animais era conhecida, por diferenca pode-se
calcular o consumo de pasto.

Os resultados de consumo médio de massa seca total (CMST) e massa seca do
pasto (CMSP) em kg.dfae percentagem do peso vivo (% PV) obtidos pelas diferentes
metodologias (GO e §'°C), e o ganho médio diario (GMD) com seus respectivos

desvios padréao sdo apresentados na Tab. 3.
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Tabela 3. Consumo médio de massa seca total (CMST) e massa seca do pasto (CMSP)
em kg.did e % de peso vivo, estimado pelo éxido de cromo e isétopt€de ganho
médio diario (GMD) em kg.dia de bovinos de corte, no 3° periodo experimental

(média £ desvio padréao).

Metodologia
Varidveis CrO; Yc Média C503 Yc Média
MACHOS FEMEAS
CMST (kg.dia) 7,42+152  7,54+1,38 7,482 4,70#1,01  4,83+1,0%,76
CMST (% PV) 1,82+0,40  1,86+0,36 1,842 1,39+0,37  1,43%0,38,47F

CMSP (kg.did) 4,42+0,90  4,54+0,76 448  2,65t0,64 2,78+0,67 271
CMSP (% PV)  1,09+0,24  1,12+¢020 f11  0,79:+0,23  0,82+0,24 0380
GMD (kg.dia}) 0,423%0,222 0,036+0,026

Médias seguidas de letras distintas na linha diferem significativamente pelo teste t (P <0,05)

As estimativas de consumo nédo diferiram entre metodologias pelo teste “t”
(P >0,05). Houve diferenca (P <0,05) de consumo de matéria seca entre machos e
fémeas, onde o maior consumo correspondeu aos machos. Como nao houve diferenca
entre as metodologias, foi utilizada a média das estimativas de CMST para os machos e
fémeas.

O consumo de 1,84% do peso vivo nos machos foi inferior ao resultado
encontrado por Silvaet al (2010a), de 2,00% PV em novilhos Nelore recebendo
diferentes niveis de suplementacéo na fase de terminacdo na seca.

A Fig. 4 representa o consumo de matéria seca do pasto (CMSP) e ganho médio
diario (GMD) dos animais ao longo do periodo experimental. Os resultados de consumo
(Fig. 4) foram realizados por meio da técnica dos is6topos estaveis de carbono.
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Figura 2. Consumo médio estimado de matéria seca do pasto (CMSP) ert kg.dia

ganho médio diario (GMD) em g.dia

Houve alta correlacéo entre CMSP e GMD (r = 0,80), onde o CMSP foi menor,
principalmente nos meses mais criticos da seca (setembro e outubro), como ja discutido
anteriormente. No més de novembro, houve o maior GMD em ambas as categorias, e
este fato pode ter ocorrido devido ao aumento no consumo de pasto pela rebrota,
melhora na qualidade nutricional e disponibilidade de massa seca verde. Verificou-se
ainda, que o desempenho animal durante os periodos esteve diretamente relacionado ao
valor nutritivo da forragem e, a suplementacdo pode ter auxiliado na eficiéncia de
utilizacdo dessa forragem.

Os resultados presentes na Tab.3 mostram que as metodologias para estimativa
do consumo néao diferiram entre si pelo teste “t” (P >0,05), comprovando a hipotese de
que € possivel estimar consumo de matéria seca de animais em condi¢cbes de pastejo
recebendo suplementacéo, a partir dos is6topos estaveis de carbono, desde que o sinal
isotopico do pasto seja diferente do sinal isotépico do suplemento. Outros autores que
também utilizaram a técnica dos isétopos estaveis partindo do mesmo principio do
balanco de massa e isotopico entre duas fontes participativas de um produto, obtiveram
éxito em suas pesquisas. Louremtoal (1984) estudaram o grau de seletividade da

dieta em vacas leiteiras, mantidas em pastagens de graminea e leguminé$¥Cpelo
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determinado nas fezes, leite e sangue. Martins (2010), trabalhando com ovelhas
confinadas, estimaram com exatidao a proporcao de silagem de milho e feno de alfafa
ingeridos pelos animais.

Normanet al (2009) estudaram a técnica dos isétopos na determinacdo das
propor¢cdes de plantas deg € G ingeridas por ovelhas. Estes autores enfatizaram a
importancia do fracionamento isotépico, assim como da digestibilidade dos alimentos,
devendo ser levados em consideracdo nos calculos. Estes fatos ja haviam sido
questionados por Jonex al (1979), que realizaram estudos com bovinos. Estes
autores, assim como outros que utilizaram a técnica dos is6topos com este mesmo
propdsito, obtiveram éxito em suas pesquisas, confirmando a confiabilidade deste
método.

No entanto, semelhante ao que ocorre com outros indicadores, a técnica dos
isétopos possui limitages. Os isétopos permitem calcular as proporgcées dos alimentos
ingeridos. No caso do presente estudo, a quantidade de suplemento fornecido aos
animais era conhecida, entdo pdde-se calcular por diferenca, a quantidade do pasto que
foi consumida. Em casos onde a quantidade de suplemento ndo é conhecida, faz-se
necessario a combinac¢do dos is6topos com outro marcador, como por exemplo, 0s n-
alcanos. Garciat al (2000), estudaram o uso combinado dos alcanos com os isétopos
de carbono na determinacdo do consumo de pasto e suplemento em vacas leiteiras, e
concluiram que essa combinacdo p6de ser utilizada com sucesso em seu estudo.

Considerando que, em condi¢cdes de pastejo ndo se conhece o0 consumo
verdadeiro, os valores estimados pelos is6topos sé podem ser comparados aos obtidos a
partir de outros métodos, que também possuem “vicios”. No entanto, os resultados de
consumo estimados pela metodologia do 6xido de cromo associado ao FDNi foram
satisfatérios no presente estudo.

O 6xido de cromo, apesar de suas conhecidas deficiéncias como marcador, tem
se consolidado como um dos indicadores mais utilizados na estimativa do consumo de
ruminantes em pastejo. Varios problemas tém sido relatados na literatura em relacéo ao
seu uso, como por exemplo, incompleta mixagem com a digesta ruminal (Coelho da
Silvaet al, 1968), passagem mais rapida pelo ramen que o material fibroso (Van Soest,
1994), grandes varia¢cdes de seu fluxo fecal de acordo com a quantidade de dosagens

diarias (Owens e Hanson, 1992), entre outros.
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No presente estudo, foi utilizada Unica dosagem diéria de cromo nos animais, a
fim de se reduzir o estresse causado, que pode alterar o comportamento de pastejo e,
consequentemente o consumo (Buetsal, 1994), pois cada vez que fornece o
indicador aos animais, estes devem ser contidos, e este manejo causa estresse. Detmant
(1999) ao comparar os valores de excrec¢ao fecal obtidos por diferentes metodologias,
concluiu que, a aplicacdo de 6xido de cromo uma vez ao dia, as 13 horas, forneceu o
melhor valor de excrecédo fecal com vistas a determinacdo do consumo de animais sob
pastejo. No entanto, alguns autores questionam a utilizacdo de dose Unica diaria, devido
a sua recuperacdo fecal incompleta (Soatsl, 2004) e sua irregularidade na
excrecdo ao longo do dia (Moreet al, 2006). Por estes motivos, a utilizagdo dos
is6topos estaveis se apresenta como alternativa viavel na estimativa de consumo dos
animais.

Uma vantagem da técnica dos isétopos € o fato de que o estagio de maturidade
da planta analisada e assim, seu valor nutritivo, ndo interfere na acuracia dos resultados,
pois o valor da&5'*C na planta de ciclo fotossintética 640 sofre alteracdes devido a
condicbes ambientais adversas (Smith, 1972), sendo seu sinal isotOpico muito
semelhante a partir das raizes até mesmos em suas sementes. Além disso, quando se
utiliza esta metodologia, a interferéncia no comportamento dos animais é minima, pois
0s isotopos sdo marcadores existentes naturalmente nas plantas, seguindo o principio
que “o animal é o que ele come” (DeNiro & Epstein, 1978). Nao ha necessidade de
contencdo, evitando estresse e consequentemente alteracdo no consumo, além de que a:

coletas das fezes para analises isotOpicas podem ser realizadas nos piquetes.
Conclusbes

A estimativa do consumo de pasto por intermédio dos isétopos de carbono é
viavel para animais suplementados em condi¢cdes de pastejo, apresentando estimativas
semelhantes ao método do 6xido de cromo com aplicacdo Unica diaria, mostrando-se
vantagem ao seu uso por menor interferéncia ao comportamento dos animais.

A metodologia dos is6topos na estimativa do consumo de pasto, pode ser

utilizada em substituichio a metodologias ja consagradas, desde que as fontes
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alimentares possuam sinais isotépicos distintos e a quantidade de suplemento oferecida

aos animais seja conhecida.
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Alteracao isotopica de carbono em tecidos de bovinos de corte criados em pasto
suplementados no periodo da seca: Implicagfes na autenticagéo isotopica da carne

bovina

Resumo —A adequacdo de novas técnicas para complementar e oferecer suporte aos
programas de rastreabilidade da carne bovina brasileira se torna de importancia frente
ao mercado consumidor. Objetivou estudar mudancas na composicdo isotopica de
carbono em diferentes muasculos, sangue (total e plasma) e fezes de bovinos de corte
criados em pasto (planta)Crecebendo suplementacdo a base de plantae @eriodo

da seca, além de avaliar o potencial da técnica dos isétopos estaveis de carbono na
deteccdo de fontes alimentares distintas em tecidos de bovinos durante a fase de
terminacdo. Foram utilizados 36 bovinos de corte da raca guzera de 20 meses de idade,
distribuidos aleatoriamente em 12 piquetes (3 animais por piquete). Foram realizadas
colheitas de fezes, sangue total e plasma a cada 28 dias durante a fase experimental (140
dias no total), e amostras de muasculos no ultimo dia do experimento. As amostras de
fezes refletiram o sinal isotdpico da suplementacdo rapidamente, quando comparadas as
amostras de sangue total e plasma. Os valores médi®SQlda suplementacdo nos
musculos foram menores (P <0,05) quando comparados aos valores no sangue total e
plasma. A técnica dos isétopos estaveis do carbono se mostra util para detectar
mudancas de dietas em curto e longo prazo, dependendo do tecido ou produto avaliados.
Dietas suplementares sdo detectaveis, mesmo que contribuindo apenas com uma por¢ao

do carbono total da dieta.

Palavras-chave: Brachiaria brizantha, planta(lanta G, suplemento.
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Carbon isotopic changes in tissues of pasture-raised beef cattle supplemented in
dry season: Implications for isotopic authentication of meat

Abstract — The adaptation of new techniques to complement and offer support to the
programs of Brazilian beef traceability becomes important. This work aimed to assess
changes in stable isotope compositions carbon in different muscles, blood (whole and
plasma) and faeces of cattle raised on pasturelét) and supplemented with lant

feed during the finishing period in dry. Besides, this study aimed at evaluating the
potential of stable carbon isotopes technique to detect food sources, introduced during
finishing, in different tissues of cattle. Thirty-six Guzera breed beef cattle (20 months
old) were randomly divided into 12 paddocks (3 animals per paddock). Samples were
collected from whole blood and plasma as well as feces every 28 days during the
experimental phase (140 days total), while samples of muscles were sampled on the last
day of the experiment. Feces reflected the supplement’s isotopic composition more
quickly than did whole blood and plasma. Muscles incorporated less (P <0.05)
supplemental carbon compared to whole blood and plasma. The carbon isotope
technique provides a tool to detect diet changes, in the short and long term, depending
on the tissue or product evaluated. Supplemental diets are detectable even if they only

contribute a portion of the total dietary carbon.

Key words: Brachiaria brizantha, @plant, G plant, supplement feed.



65

Introducao

Atualmente ha crescente interesse dos consumidores pela seguranca alimentar,
bem estar animal, e qualidade da producdo de alimentos (Opara & Mazaud, 2001),
assim como pela imagem “verde” de produtos de origem animal (Reache2005).

Riscos a saude como, por exemplo, a encefalopatia espongiforme bovina (EEB),
mostraram que sistemas de rastreabilidade sdo necessarios para atender e aumentar &
confianca pelos consumidores.

A rastreabilidade existe para garantir ao consumidor produto seguro e saudavel,
por meio do controle de todas as fases de producdo, industrializacéo, transporte,
distribuicdo e comercializacao (Lehr, 2013), possibilitando perfeita correlagéo entre o
produto final e a matéria-prima que lhe deu origem. S&o de fundamental importancia
informacdes a respeito do histérico da alimentagédo ou do sistema de produ¢do em que o
animal foi criado.

Os is6topos estaveis dos elementos quimicos leves (carbono, nitrogénio, entre
outros) podem auxiliar no processo de rastreabilidade para autenticacdo de produtos de
origem animal, por estarem presentes naturalmente nos tecidos dos animais, refletindo a
composicao isotopica da dieta (DeNiro & Epstein, 1978). Esta técnica demonstra quais
elementos foram efetivamente incorporados pelos tecidos e quais suas possiveis fontes
alimentares (Monahan et.a2012; Vinci et al 2013).

O principal elemento considerado na analise alimentar € o carbono, pois o
contraste existente na razéo isotopicd*@¢°C das plantas £e C, devido ao distinto
fracionamento isotOpico durante a fixacdo do carbono, possibilita estudos na area de
nutricdo animal, utilizando como marcador o carbono e sua concentracdo natural
existente nos alimentos (Ducatti, 2007).

A técnica dos is6topos estaveis vem sendo utilizada em processos de
autenticacdo de produtos alimentares como queijo (Meinag 2001), leite (Renoet
al., 2004), certificacdo de origem geografica da carne bovina (Bakéy 2008), entre
outros. Para o desenvolvimento desta técnica em processos de autenticacdo de carne
bovina, mais informacdes a respeito do tempo de incorporacdo do carbono proveniente

da nova dieta em diferentes tecidos dos animais Sdo necessarias, especialmente em
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sistemas de produgcdo que os animais recebem suplementacdo durante o periodo de
terminacdo (Bahaet al, 2005; De Smet et al2004).

Objetivou investigar mudancas na composicao isotopica de carbono em
diferentes cortes carneos, sangue total, plasma e fezes de bovinos de corte criados em
pasto (planta £ durante o periodo de terminagéo recebendo suplementacédo a base de
plantas G no periodo da seca, além de avaliar o potencial da técnica dos isétopos

estaveis de carbono na deteccéo de diferentes fontes alimentares em tecidos de bovinos.

Material e Métodos

O experimento foi realizado na APTA — Pdélo Regional do Extremo Oeste,
localizada no municipio de Andradina, oeste do Estado de S&o Paulo, em parceria com a
Universidade Estadual Paulista (UNESP), da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, conforme normas do comité de ética (protocolo n°
35/2011 - CEUA) desta Universidade.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, com 36
bovinos de corte da ragca Guzera com 20 meses de idade, distribuidos aleatoriamente em
12 piquetes (3 animais por piquete). Os piquetes foram divididos com cerca eletrificada
e providos de comedouros de madeira com espaco de 60 cm linear por cabeca e
bebedouros tipo australiano de 1000 litros. Os animais foram vacinados contra febre
aftosa e, realizado o controle de endoparasitas ao inicio do experimento e
posteriormente conforme necessidade.

Foi realizado diferimento dos piquetes experimentais com capim-marandu
(Urochloa brizantha Stapf cv Marandu siBrachiaria brizanthayno més de marco de
2011 com utilizagcdo no més de julho, quando se iniciou 0 experimento.

Antes do inicio do periodo experimental, os bovinos estavam sob pastejo,
recebendo apenas fontes alimentares de planta de ciclo fotossintgtio i@iciar o
periodo experimental, os animais foram transferidos para os piquetes diferidos e
comecaram a receber a suplementacdpdté o abate.

O suplemento fornecido aos animais foi na quantia de 0,8% do peso vivo, com
teor de proteina compativel com desempenho esperado de 0,7 kg/dia. A dieta foi

formulada pelo programa Super Crac para bovinos de corte 4.7 (2010).



67

Para o preparo do suplemento (Tab. 1) foi utilizado misturador vertical de 500
kg. O suplemento foi pesado, identificado por piquete e ajustado a cada 28 dias apos

pesagem dos animais.
Os animais passaram por periodo de adaptacdo de duas semanas recebendo

inicialmente 1,5 kg de suplemento/cabeca/dia, aumentando-se gradativamente até
atingir 0,8% PV. Os suplementos foram fornecidos diariamente, as 10 horas da manha,
procurando nao alterar o comportamento e os ciclos de pastejo dos animais.

O valor isotépico do suplemento foi calculado pelas porcentagens de inclusédo de
cada ingrediente na formulacdo, seus valores isotopicos e de carbono total (%) presente

em cada ingrediente (Tab. 1).

Tabela 1. Composicéo do suplemento, em percentagem de inclusdo dos ingredientes (I1)
na matéria natural (MN), composicdo quimica em percentagem da matéria seca (MS) e

valor isotépico em %e(->C).

. Il PB FDN FDA 8 C (%) C total (%)

Ingredientes
%MN % MS

Casca de soja 46,70 14,00 64,50 46,50 -27,22 39,99
Polpa citrica 31,00 5,93 25,90 18,50 -28,18 43,03
Farelo de soja 18,00 51,40 24,60 10,60 -26,18 45,67
Sal mineral 2,10 - - - - -
Uréia 2,00 281,00 - - - -
Sulfato de aménio 0,20 - - - - -
Suplemento 100 23,26 42,57 29,35 -27,43 41,63

PB: proteina bruta. FDN: fibra em detergente neutro. FDA: fibra em detergente acido

A fase experimental foi dividida em cinco periodos de 28 dias (julho a
novembro), sendo realizadas coletas de fezes e sangue dos animais e da pastagem neste
periodos. Foram coletadas amostras dos suplementos e da forragem de cada piquete
experimental. As amostras foram secadas em estufa a 50°C por 48 horas, trituradas
(peneira de 1mm), homogeneizadas, e entdo uma subamostra de forragem e de
suplemento foi triturada em moinho criogénico para analises isotdpicas.

Para realizacdo das colheitas de fezes e sangue, os animais foram contidos no

curral de manejo. Foram coletados 4 ml de sangue pela veia jugular dos animais por
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meio de vacutainers com EDTA. Posteriormente, 1 ml de sangue total foi
acondicionado emeppendor$ e congelado, e o restante foi imediatamente centrifugado
para separacdo do plasma. As colheitas de fezes foram realizadas diretamente na ampola
retal, acondicionadas em sacos plasticos e congeladas.

Os bovinos foram abatidos em frigorifico comercial, obedecendo ao fluxo
normal. Foram coletadas amostras dos seguintes cortes carneos comerciais dos
musculos:itrapezius cervicigAcém), longissimus dors(Contra-filé) esemitendinosus
(Lagarto), que correspondem respectivamente a regido dianteira, mediana e traseira.

As amostras foram congeladas a -18°C até posterior mensuracao isotopica no
Centro de Isétopos Estaveis do Instituto de Biociéncias da UNESP, Campus de
Botucatu.

Posteriormente, as amostras foram secadas em estufa a temperatura de 50°C por
48 horas. As amostras dos musculos foram cortadas em pequenas pecas, secadas €
desengorduradas com éter etilico em aparelho de Soxhlet, a temperatura de 65°C,
durante 4 horas. Posteriormente, foram secadas em estufa de ventilacdo forcada a 50°C
durante meia hora, para que houvesse evaporacdo do éter. Esse procedimento foi
realizado com a finalidade de eliminar o efeito do lipideo no valor isotépico dos
musculos, pois o valor isotépico no lipideo € mais negativo que no musculo livre de
lipideo, devido a discriminacdo que ocorre co’® durante a oxidacdo do piruvato
em acetil CoA no processo de sintese lipidica (Melzer & Schmidt, 1987).

Apds o descongelamento das amostras de sangue maplastas foram
liofilizadas em aparelno Micromodulyo-115 (Edwardsvacuun®). As amostras foram
congeladas em freezer a -80°C por 15 minutos e posteriormente acomodadas nas
bandejas do equipamento. Apos acomodacao, foi efetuado o inicio da descompressao
por 15 minutos. A duracdo do processo de liofilizacao foi de 24 horas e as amostras
foram secadas a vacuo a -55°C e pressdo em torndg0 p

Todas as amostras foram moidas em moinho criogénico Spex Sample Prep,
modelo Geno/Grinder 2010, a -196°C. Foram utilizadas aproximadamente 2,0 g de
amostras depositadas em frasco de policarbonato juntamente com duas esferas de ago
inoxidavel (modelo 440, sem Oleo/graxa), o qual foi devidamente fechado e imerso em
nitrogénio liquido durante trés minutos para congelamento das amostras, e posterior

moagem.
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Apdés moagem das amostras, foram pesadas aliquotas entre 50 a 70 ug e
acondicionadas em capsulas de estanho para analise isotépica.

Para determinacdo da composicdo isotopica, foi utilizado o Espectrébmetro de
Massas modelo Delta V. Advantageoplado ao analisador elementar modelo FLASH
2000 EAdo Centro de Is6topos Estaveis do Instituto de Biociéncias da UNESP,
Campus de Botucatu. Os resultados foram expressos em nadtaeao relacdo ao
padrdoPeedee Belemnité°DB) parad=C, com erro de anélise da ordem de 0,8%o

calculado pela equacéo 1:

6(amostra, padréo? [(Ramostra{Rpadréa - 1] X 1§ (l)
onde:
0 = enriquecimento relativo da amostra em relacdo ao padrao. Adimensional.

R = razao isotdOpica da amostra e do padrao. Adimensional.

Para os célculos da contribuicdo do pasto e suplemento na constituicdo dos
tecidos dos animais pela técnica dos isotopos, foi empregado o modelo de diluicdo
isotopica simples (Gearing, 1991), baseado na equacao do balan¢co de massa e isotépico

entre duas fontes participativas do produto, expresso pela equagéo 2:
da(A) +ob(B) =dp (2)

Na qual, a simbologia significa:

A = proporc¢ao do alimento “A” na dieta (alimentac&g.G\dimensional.

B = proporc¢éo do alimento “B” na dieta (alimentac¢ag. @dimensional.

da = composicdo isotdpica das amostras com alimento exclusivo “A”.
Adimensional.

ob = composicdo isotépica das amostras com alimento exclusivo “B”.
Adimensional.

Op = composicao isotOpica das amostras, proveniente da dieta A e dieta B

(produto). Adimensional.
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O fracionamento isotdpico foi expresso pela diferenca endféodo tecido e
da dieta, conforme equagao 3:

A= 813C tecido— 613C dieta (3)

Foi avaliado o comportamento da incorporagédo do carbono nas fezes, sangue
total e plasma em funcédo do tempo, pelo ajuste exponencial de primeira ordem.

Os dados d&"C de todos os tecidos coletados em cada periodo foram avaliados
pela analise de variancia e complementados pelo teste de Tukey. O software utilizado
para as analises foi o Minitab 16 (Minitab®16, 2010).

Resultados e Discussao

O valor de3™*C encontrado na forragem é tipico de plantasqGe pode variar
de -9 a -16%0, segundo Vogel (1993). O suplemento apresentou maior valor negativo de
8°C, pois todos os ingredientes utilizados na formulagéo foram originarios de plantas
do ciclo fotossintético § e segundo Vogel (1993), o valor &€C pode variar de -22 a

-34%o0, dependendo da espécie e da parte da planta analisada (Tab. 2).

Tabela 2. Valores médios dé°C (%) e carbono total (%) da forragem (capim-

marandu) e do suplemento fornecido aos animais (média + desvio padrao).

N° amostras 87°C (%o) C (%)
Forragem 05 -14,35+0,14 4294 +2.0
Suplemento 05 -27,43 £ 0,20 41,63 £0,6

A incorporacdo dod™C nas fezes, sangue total e plasma proveniente da
suplementacao fornecida aos animais, foi refletida ao longo do periodo experimental
(Fig. 1). O dia zero representou o inicio do periodo experimental, ou seja, o periodo em
gue 0s animais comecaram receber a suplementacao. As fezes, sangue total e plasma no
dia zero, refletiam o valor isotépico apenas da forragem, com valores de -14,85%o,
-12,62%0 e -13,53%0 e com fracionamento isotopico tecido-dieta de -0,50%o, 1,73%0 €

0,82%o0, respectivamente.
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Figura 1. Incorporacéo de carbono proveniente da suplementaga@a¢Gezes, sangue
total e plasma em bovinos de corte criados em pasth) & longo do periodo

experimental (dia O até 140 dias).

O fracionamento isotOpico negativo nas fezes pode estar relacionado a
contaminagdo destas por materiais enddégenos do intestino (descamacdo da parede
interna do trato gastrointestinal). Jor¢sl (1979), trabalhando com bovinos e ovinos,
encontraram valores d&°C das fezes dos animais mais negativos em relacdo aos
alimentos, correspondentes em 0,4 a 2,0 unidades. Tal fato foi explicado por possivel
descamacao de células do intestino, com valoré5°@enferiores.

O fracionamento isotdpico encontrado para sangue total e plasma pode ser
resultante dos processos decorrentes durante a digestdo, assimilacdo e excre¢do dos
nutrientes (DeNiro & Epstein, 1978).

Quando os animais passaram a consumir o suplemento, os valores isotopicos das
amostras analisadas comecaram a ficar empobrecidos3'd@) indicando a
incorporacado do carbono da suplementacgoEGsa incorporacao foi maior (P <0,05)

nas fezes em relacdo ao sangue total e plasma em todos os periodos (Tab. 3). Segundo
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Martins et al (2012), as fezes sdo os melhores indicadores da dieta recentemente
ingerida, por apresentar rapitlonoverisotopico, pois o tempo que as fezes levam para
refletir o sinal isotopico da nova dieta, esta associado ao tempo que o alimento demora
para se mover pelo trato gastrointestinal (Sudekum et al., 1995). No entanto, quando se
considerou amostras de sangue total e plasma, a composicao isotopica dependeu dos
componentes alimentares que foram assimilados e nao apenas ingeridos e, da diluigéo
do pool de carbono existente no sangue pelo carbono dietético recém-assimilado.
Portanto, quando comparados as fezes, sangue total e plasma demoraram mais tempo

para refletirem a nova alimentagéo.

Tabela 3. Valores isotépicos médios 80C (%0), do sangue total, plasma e fezes em

cada periodo avaliado (média + desvio padrao).

_ Amostras
Dias
Sangue Plasma Fezes

0 -12,62 £ 0,22 -13,53+0,7% -14,85 + 0,46
28 -14,77 + 0,43 -16,31+0,7¢ -17,62 +0,79
56 -15,78 + 0,44 -17,60 + 0,50 -18,32 + 0,37
84 -17,06 + 0,48 -17,98 + 0,60 -18,92 + 0,66
112 -17,21 + 0,50 -17,60 £ 0,52 -18,16 + 0,76
140 -17,42 + 0,48 -17,27 + 0,50 -18,76 + 0,80

Médias seguidas de letras distintas na linha diferem significativamente pelo teste Tukey (P <0,05)

Em relacdo aos valores isotopicos no sangue total e plasma, notou-se que a
incorporacado de carbono foi maior (P <0,05) no plasma (Tab. 3). Apenas no ultimo
periodo, o valor isotopico no plasma se comportou de maneira contraria a esperada.
Examinando as amostras desse ultimo periodo, pode-se inferir que houve hemodlise do
sangue durante o processo de centrifugacdo para separacdo do plasma, alterando seu
sinal isotopico. No entanto, pode-se considerar que no plasma o tempo de incorporacao
de carbono vindo da nova alimentagcdo foi menor. Este fato pode ter ocorrido devido a
composicao estrutural do sangue. Este é um tecido que consiste de células de diferentes
tipos, constituido por glébulos vermelhos, globulos brancos, plaguetas e plasma. Dentre
eles, os globulos vermelhos, também conhecidos por hemécias, sdo as unidades

morfolégicas da série vermelha do sangue relacionadas ao transporte de oxigénio pelo
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corpo. A vida util das hemacias é de aproximadamente 120 dias (Dukes, 2006). A
formacdo das células sanguineas € dependente da manipulacdo da dieta. InUmeros
estudos demonstraram que diferencas na formacdo e funcdo das células sanguineas
podem ser indicativos de manipulacdo da alimentacdo. O plasma é a parte do sangue
que faz o transporte dessas células sanguineas e outras substancias, como proteinas
nutrientes, excretas, hormoénios, etc. Transporta essas substancias por todo o organismo,
permitindo as células receber nutrientes. Os constituintes do plasma tém relacéo direta
com a composicdo quimica da dieta (Dukes, 2006). Desta forma, diferentes fontes
alimentares apresentaram efeitos na composi¢ao do plasma.

No presente estudo, quando o plasma foi separado dos outros constituintes
sanguineos, 8°C encontrado, certamente refletiu a dieta mais recentemente consumida
pelo animal, pois no processo de separacdo do plasma, ocorreu a exclusdo das células
sanguineas citadas a cima. Portanto, o plasma apresentou incorporacdo do carbono mais
rapidamente quando comparado ao sangue total, pois as células sanguineas possuem
maior longevidade quando comparadas aos constituintes do plasma (Schoenheimer,
1949).

Em estudo conduzido por Hobson & Clark (1993), o plasma refletiu a dieta
fornecida aos animais na primeira semana, enquanto as células vermelhas do sangue
refletiram a dieta apds 2 a 3 meses depois da mudanca da dieta. Trabalhando com ursos,
Hilderbrandet al (1996)encontraram valores de meia-vida de 4 dias e 28piies
plasma e glébulos vermelhos do sangue, respectivamente. Em 10 dias, os valores
isotopicos do plasma ja haviam equilibrado com os valores da dieta, enquanto que para
as células vermelhas do sangue, os valores continuaram mudando apo6s 40 dias de
experimento.

Para fins de rastreabilidade de bovinos, a andlise isotdpica de materiais como
fezes (estudo) ou urina (Monahah al., 2012) pode fornecer informacfes sobre as
dietas mais recentes, por exemplo, da suplementacéo alimentar na fase de terminacéo.
No entanto, se esses materiais ndo estiverem disponiveis, entdo a analise de fracdes do
sangue, como aqui apresentado, oferece resultados de diferentes periodos de tempo
antes do dia da coleta de sangue, pois a incorporacéo de carbono da dieta nessas fracdes
depende das vias metabdlicas de assimilacdo e tentpmndeer Deste modo, deve-se
levar em consideragdo o objetivo da pesquisa antes da escolha dos tecidos a serem
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analisados, pois a fixacdo do elemento carbono nos tecidos ocorre de diferentes
maneiras.

Se forem realizadas mudancas na dieta a curto prazo antes do abate, € possivel
que diferentes musculos reflitam a antiga dieta em graus diferentesiuseover
isotdpico desses musculos forem diferentes (Haresah., 2010). No presente estudo,
trés musculos foram analisados juntamente com sangue total e plasma para comparacao

da incorporacao do carbono da suplementacdao em 140 dias (Fig. 2).
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Figura 2. Composicdo isotopica de carbono no sangue total, plasma, llcém (
Trapezius cervicis contra filé M. Longissimus doryie lagarto . Semitendinosyisle

bovinos de corte, 140 dias apés introducao de suplementagam(dieta.

Analisando os resultados dos tecidos dos animais, notou-se que, os valores
isotopicos no sangue total e plasma nao diferiram entre si (P <0,05), sendo mais
negativos em relacéo aos valores encontrados nos tecidos musculares, indicando maior
incorporacdo do carbono do suplemento (Fig. 2) ap06s 140 dias. Estes resultados
diferiram dos encontrados por Roth & Robson (2000), que encontraram valores

isotopicos no sangue muito préximos aos valores nos muasculos, em estudo com raposas.
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O musculo apresentou enriquecimento de 0,6%. em comparagdo ao sangue. Hobson &
Clark (1992), em estudo com codornas, também verificaram valores isotépicos no
sangue préximos aos valores no musculo, -20,41%o. e -19,85%o0, respectivamente.

O percentual de carbono proveniente do suplementdp i(€orporados no
sangue total, plasma, acém, contra filé e lagarto apés 140 dias de experimento, foram
23%, 22%, 14%, 8% e 8%, respectivamente.

Estes resultados confirmam que em animais ruminantes, a mensuragao isotopica
no tecido muscular ndo foi apropriada na quantificacdo do real valor ingerido de plantas
Cs; e G, devido a baixa taxa d&rnover isotopico no musculo bovino. Bahat al
(2005), em estudo com bovinos, verificaram gugraover do musculoLongissimus
thoracis et lumborutméo foi completo apds 167 dias de experimento. Em estudo
similar, Gebbinget al (2004), encontraram que a troca total da dieta ndo foi atingida no
musculo em nenhum momento apds alimentacdo de novilhos de corte recebendo
silagem de milho por 230 diaso contrario, em outro estudo, o valor isotdpico da nova
dieta foi refletido no sangue total e plasma em touros jovens apés {Deidmetet
al., 2004).

Os valores isotopicos no sangue total e plasma nao se assemelharam aos valores
isotépicos nos musculos em 140 dias de experimento, e esta baixa incorporacdo do
carbono nos musculos, proveniente da suplementacdo, pode estar relacionada a
quantidade restrita de suplemento fornecida aos animais e ao tempo de troca de carbono
mais lento. Certamente, os musculos estudados no presente trabalho possuem diferentes
taxas metabolicas, fazendo com que necessitem de mais tempo para refletirem o
carbono da nova dieta.

Quando comparados os valores isotopicos dos musculos estudados, verificou-se
que o musculdrapezius cervicigacém), teve maior (P <0,05) incorporacaodiic
em 140 dias, em relacdo hongissimus dorsjcontra filé)e Semitendinosu@agarto).

Este fato pode ter ocorrido, pois o0 musculo acém se localiza na parte dianteira do
bovino, com predominancia de fibras vermelhas, utilizado para sustentacdo e
movimentos (Huges & Blau, 1990), o que pode contribuir para a maior taxa dddroca
proteinas musculares contrateis.

Analisando os resultados do presente estudo, pode notar que as fezes indicariam

recente mudanca na dieta, pois rapidamente refletiram o valor isotopico da
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suplementacao oferecida aos animais. No entanto, se o fornecimento da suplementacao
fosse interrompido, o valor isotépico nas fezes nao refletiria mais o valir@ela
suplementacdo. Em relacdo ao sangue total e plasma, estes levaram mais tempo em
relacdo as fezes para refletirem o valor isotépico da nova dieta. No entanto, essas
amostras refletiriam por mais tempo o valor isotopico da suplementacdo. Nos musculos,
a incorporacdo do carbono da nova dieta foi mais lenta em relacdo as outras amostras
avaliadas. Porém, em 140 dias, o musduiapezius cervicifacém) principalmente,
poderia ser indicativo de que aqueles animais estavam recebendo outra alimentacdo

além do pasto.
Conclusoes

As analises dos isétopos estaveis de carbono detectam mudancas nos valores
isotdpicos dos tecidos analisados (fezes, sangue total, plasma, musculos) em tempos
diferentes, de acordo com a taxa de incorporacdo do carbono proveniente da
suplementacao.

O sangue total e plasma refletiram mais rapidamente o valor isotopico da
suplementacdo quando comparados aos tecidos musculares, podendo ser utilizados
como ferramenta confidvel em processos de rastreabilidade em sistemas de producéo de
bovinos de corte criados em pasto.

Dietas suplementares sdo detectaveis, mesmo que contribuindo apenas com uma

porcao do carbono total da dieta.
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Implicacdes

A técnica dos isOtopos estaveis esta sendo utilizada em pesquisas de diversas
areas. No entanto, sua utilizacdo como ferramenta aplicada em estudos com animais
ruminantes é recente e, por este motivo, outros estudos sdo necessarios para contribuir
com o desenvolvimento desta técnica.

No presente trabalho, a técnica mostrou-se viavel na estimativa do consumo de
bovinos em pasto recebendo suplementacdo. No entanto, assim como em outros
marcadores, 0s is6topos também possuem suas limitagdes, tais como: necessidade de
fontes alimentares de diferentes valores isotdpicos e o fato de que os calculos sdo
baseados nas proporcdes dos alimentos ingeridos, havendo assim, necessidade em se
conhecer o consumo de uma das fontes alimentares. Caso essa informacdo nao seja
conhecida, faz-se necessario o uso de outro marcador combinado aos is6topos, como
por exemplo, 0os n-alcanos. Ha necessidade de mais estudos avaliando a combinagéo dos
n-alcanos aos isotopos, como metodologia que possa substituir ao uso do 6xido de
cromo, ou de outros indicadores externos. A utilizacdo dos n-alcanos néo influencia no
comportamento natural dos animais, pois sua utilizacdo se d4 apenas uma vez durante a
fase experimental, ao contrario do 6xido de cromo, no qual é ministrado varios dias
consecutivos para cada animal.

Embora o 6xido de cromo seja o indicador mais utilizado no meu cientifico para
estimativa de consumo, sua utilizagdo possui desvantagens. A contencdo dos animais
por dias consecutivos para administracdo do indicador causa estresse aos animais,
podendo interferir nos resultados.

Sugerem-se mais estudos para analisar diferentes indicadores na avaliagdo da
digestibilidade, no qual tem grande importancia nos calculos de consumo pelos isétopos
estaveis.

Sabe-se que nao existe “0 melhor método” em estimar consumo de ruminantes
em pastejo. Com isso, tornam-se imprescindiveis estudos que avaliem um método, ou
uma combinacdo de procedimentos, que melhor se ajuste aos objetivos do estudo, a
hipotese a ser testada, a precisdo requerida e as condi¢gbes estruturais disponiveis em

cada experimento.
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Em relacdo a utilizag@o da técnica dos is6topos como ferramenta para auxiliar no
processo de rastreabilidade e certificagcdo de produtos de origem animal, o presente
estudo apresentou resultados satisfatorios. No entanto, outros estudos sdo necessarios
para avaliar durnoverde tecidos em bovinos de corte em diferentes categorias animal

dentro do sistema de producéao.



