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CAPITULO 1

CONSIDERACOES INICIAIS



CONSIDERACOES INICIAIS

1. Introducéo

Devido ao grande aumento da populacdo mundial, a demanda por alimentos de
produtos de origem animal vem crescendo de maneira cada vez mais rapida. Para
atender a essa demanda, os alimentos s&o produzidos e comercializados em larga
escala e em condigBes extremamente intensivas. Esse fato pode acarretar em
conseqliéncias indesejaveis e muitas vezes prejudiciais aos consumidores.
Intoxicacdes, infeccdes e mortes decorrentes de contaminacdes ndo intencionais sao
cada vez mais freqiientes (FELICIO, 2001).

Episodios como salmonelose em ovos na Grd-Betanha, a contaminacdo com
dioxina em frangos e suinos na Bélgica, surtos de febre aftosa em varios paises, a
encefalopatia espongiforme bovina (EEB), conhecida como doenga da vaca louca na
Inglaterra e Canada e a Influenza Aviaria na Asia, contribuiram para o aumento da
exigéncia dos consumidores em relacdo a qualidade e seguranca dos alimentos
comercializados (GOTTMANN et al., 2008).

Embora de forma ndo intencional, estas crises acabaram por tornar necessaria a
adocdo de medidas internacionais ligadas a manutencdo da qualidade dos produtos
de origem animal, bem como: condi¢des de alojamento e bem-estar dos animais,
garantias ligadas a seguranca e qualidade dos alimentos fornecidos, auséncia de
residuos de substancias quimicas nas racoes, certificado de procedéncia do lote e
rastreabilidade do produto. Desse modo, a Comunidade Européia editou normas
sanitarias, como o regulamento 1774/2002, que restringe o uso de subprodutos de
origem animal em racGes de animais da mesma espécie (COMUNIDADE
EUROPEIA, 2002).

De acordo com a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 1994),
pela norma NBR ISO 8402, rastreabilidade é definida como a habilidade de
descrever a historia, aplicacdo, processos ou eventos e localiza¢do do produto a uma
determinada organizacdo por meios de registros e identificacdo. Mas, segundo Iba et

al. (2003), a rastreabilidade aplicada isoladamente ndo traz seguranca ao produto



nem ao processo, devendo assim, estar associada a outros sistemas de controle de
qualidade. Por isso, ha necessidade de desenvolvimento de tecnologias
independentes para a autenticagdo de carnes (ILBERY et al., 2000).

E importante ressaltar que, sob 0o manto da rastreabilidade, aparecem outros
interesses além da qualidade, da seguranca alimentar e da sanidade animal, podendo
ser usados como barreira comercial, com o intuito de dificultar as exportagdes de um
pais (RASTREABILIDADE, 2004).

No Brasil, a implantacdo de sistemas de rastreabilidade da producdo esta
limitada por ora e do ponto de vista oficial, & pecuéria de corte, pois a grande
desconfianca dos consumidores externos permanece concentrada na carne bovina em
decorréncia, exatamente, dos casos de vaca louca e febre aftosa. Devido a estes
fatos, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento criou em 2002, o
Sistema Brasileiro de Identificagdo e Certificagédo de Origem Bovina e Bubalina —
SISBOV, em resposta as pressdes da Unido Européia (MAPA, 2002).

A avicultura ainda néo dispde de um sistema de identificacdo, como a pecuéria
de corte, mas ja opera com uma série de normas esparsas, oficiais ou emprestadas de
organismos internacionais, como o APPCC (Analise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle) e o BPF (Boas Préticas de Fabricacdo), além de vir atuando no sentido de
definir normas para outros pontos da cadeia produtiva (CERUTTI, 2002).

Baseado nisto, pesquisas relacionadas a metodologias que permitam a
certificacdo de origem e qualidade de produtos de origem animal vem crescendo a
cada ano (GONZALES-MARTIN et al., 1999).

Para identificar a presenca de subprodutos de origem animal em racgdes para
animais, muitos métodos tém sido propostos, tais como: hibridizacdo de DNA,
ELISA e PCR (BLOCH JUNIOR, 2002).

A técnica dos isétopos estaveis foi usada, de inicio, em estudos geoldgicos e
arqueoldgicos. Nas Ultimas décadas, este estudo tem sido aplicado em pesquisas
agricolas, ecologicas e fisioldgicas e apresenta-se como ferramenta muito eficiente
para a identificacdo da procedéncia e da qualidade de produtos de origem animal e
vegetal (GANNES et al., 1998).

Denadai et al. (2008) conseguiram detectar a farinha de carne e 0ssos bovina,

utilizada na alimentacdo de poedeiras, em ovos, utilizando a técnica dos isétopos



estaveis do carbono-13 e do nitrogénio-15. Assim como Mori et al. (2008),
detecttaram a presenca de subprodutos de origem animal no musculo peitoral, quilha
e tibia de codornas adultas, também através da técnica dos is6topos estaveis.

A técnica dos isétopos estaveis de carbono e nitrogénio, com a finalidade de
detectar a utilizacdo de subprodutos de origem animal na alimentacdo de frangos de
corte por meio da analise da razéo isotdpica do musculo peitoral (Pectoralis major),
vem sendo desenvolvida no Centro de Is6topos Estaveis Ambientais — IB — UNESP
— Botucatu, a partir dos trabalhos realizados por Oliveira (2005) e Carrijo et al.
(2006). Esses pesquisadores confirmaram que esta técnica é eficaz na detecgdo de

farinhas de origem animal em diversos tecidos de frango.

2. I1s6topos Estaveis na Nutricdo Animal

A espectrometria de massa, atraves da analise da razdo isotopica para o
elemento quimico carbono-13 tem sido utilizada com sucesso para testar a
autenticidade, a qualidade e a origem geografica de varios produtos como sucos de
frutas (BRICOUT e KOZIET, 1987; KOZIET et al., 1993), vinhos (MARTIN et al.,
1988), méis (BROOKES et al., 1991; WHITE et al., 1998), produtos lacteos
(ROSSMANN et al., 2000; MANCA et al., 2001), 6leos vegetais (KELLY et al.,
1997), além de caracterizacao e diferenciacdo do regime dietético de suinos ibéricos
de acordo com a alimentacdo recebida no periodo de engorda (GONZALEZ-
MARTIN et al., 1999).

O par isotopico formado pela razdo isotépica do carbono (“C/*C) em
associagdo com a razdo isotépica do nitrogénio (*°N/**N) permitiu a certificacdo da
origem geogréfica e tipos de alimentacdo de ovinos (PIASENTIER et al., 2003).

Ainda com esta ferramenta, estudos relacionados com a taxa de turnover em
tecidos metabolicamente ativos em varias espécies de animais (HOBSON e
CLARK, 1992; CARRIJO et al., 2000; HERZKA et al., 2001; CRUZ et al., 2004;
DENADAI, 2004; ZUANON et al., 2007) e com a rastreabilidade da farinha de
carne e 0ssos bovina na alimentacdo de frangos de corte (CARRIJO, 2003) vém

sendo desenvolvidos.



Durante a assimilagéo fotossintética, as plantas do ciclo fotossintético C; fixam
0 CO; atmosférico através do ciclo Calvin-Benson e apresentam valores de sC
entre -22 e -34%. (valor modal = -26,7%0), enquanto as plantas do ciclo
fotossintético C, fixam o CO, atmosférico através do ciclo Hatch-Slack e apresentam
valores de &'°C entre -9 e -16%o (valor modal = -12,6%o). O sinal negativo indica
que a planta ou seu subproduto apresenta menor concentracdo de **C que o padréo
internacional. Portanto, as plantas C; e C4 possuem assinaturas isotopicas diferentes
(**C/**C), devido ao fracionamento que ocorre durante a fixacdo fotossintética do
carbono (SMITH e EPSTEIN, 1971; O’LEARY, 1981; KENNEDY e KROUSE,
1990; VOGEL, 1993).

A diferenca natural, da ordem de 14 per mil mais rico em carbono-13 nas
plantas do ciclo fotossintético C4, em relacéo as do ciclo fotossintético Cs, oferece a
possibilidade de utilizar estas plantas e seus subprodutos como tracadores em
animais, sem a necessidade de sintetizar compostos especificamente marcados, além
de evitar problemas de salde e seguranca associados ao uso de isétopos radioativos
(TIESZEN et al., 1979; TYRREL et al., 1984) podendo ser aplicados sem o risco de
contaminacdo ambiental em estudos com aves de postura (CARRIJO et al., 2000),
frangos de corte (CRUZ et al., 2004), peixes (ZUANON et al., 2007) e ovinos
(SILVA, 2003).

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



Diante das tendéncias internacionais, onde o mercado impde exigéncias cada
vez mais rigorosas a exportacdo de produtos brasileiros, haja vista os episodios
relacionados a satde animal e humana, a rastreabilidade torna-se uma ferramenta
extra para assegurar aos consumidores um produto de qualidade.

Nesse sentido, desenvolvem-se pesquisas relacionadas a producdo de frangos
de corte com dietas exclusivamente de origem vegetal, dentro dos padrdes exigidos
pelos consumidores e importadores europeus, € com isto, a técnica de is6topos
estveis para rastrear o tipo de alimento consumido pelo animal é bastante
apropriada.

Porém, a inclusdo de alguns ingredientes com elevado teor de proteina na
racdo, pode confundir a rastreabilidade das farinhas de origem animal na
alimentacdo de frangos de corte pela técnica de isOtopos estaveis. Segundo
Gottmann (2007), a adicdo de levedura e farelo de trigo, em niveis elevados, na
alimentacdo de frangos de corte confunde a rastreabilidade de farinhas de origem

animal pela técnica dos isotopos estaveis.

3. Uso de Levedura na Nutricdo Animal

Muitos mercados importadores, como a Unido Européia e o Oriente Médio,
exigem que as aves ndo sejam alimentadas com ingredientes de origem animal,
antibidticos e promotores de crescimento (BELLAVER et al., 2005) . As aves
criadas com essas restrices sdo denominadas organicas, verdes e alternativas (ou
naturais) e estdo conquistando um espago cada vez maior no mercado . Na criagéo
destes tipos de frangos, um ingrediente muito utilizado nas racdes € a levedura de
cana-de-acUcar (Saccharomyces cerevisiae), devido ao seu teor elevado de proteina
e as suas propriedades nutracéuticas.

As leveduras pertencem ao reino fungi e sdo distribuidas em trés classes:
ascomicetos, basidiomicetos e fungos imperfeitos. Existem aproximadamente 350
espécies diferentes de leveduras, separadas em 39 géneros (WOGAN, 1996).

O principal agente da fermentacao alcodlica, Saccharomyces cerevisiae, € uma

levedura ascomicética. A levedura é utilizada nos processos de fermentacdo do caldo



extraido da cana-de-agucar, para que este fermente e se torne um vinho de onde se
extrai a aguardente ou o alcool. Contudo, torna-se necessaria a cultura in vivo destes
microorganismos pelas usinas beneficiadoras. Nas industrias de alcool, devido a
rapida velocidade de crescimento destes microorganismos, ocorre sempre excesso de
producdo de levedura, que pode ser usada para os mais diversos fins depois de
desidratada, como por exemplo, na alimentacdo animal.

As leveduras, vivas ou ndo, possuem na sua composicdo uma fracdo de
carboidratos (20 a 40%), que na grande maioria fazem parte da parede celular, que é
composta principalmente por f — glucanos e mananos (MOS), os quais tém impacto
no sistema imunoldgico e a capacidade de prevenir a colonizagdo do trato
gastrintestinal por bactérias patogénicas. As leveduras possuem nucleotideos que
também tém efeito sobre o trato gastrintestinal, aumentando o crescimento e
influenciando positivamente a flora intestinal (BUTOLO, 2002).

A Saccharomyces cerevisiae vem sendo utilizada ha varias décadas na
alimentacdo animal. Nos ultimos anos seu uso foi aprimorado na alimentacdo de
suinos e aves por melhorar significativamente os indices zootécnicos dos animais.
Além de elevados valores protéicos (33%), a levedura apresenta como caracteristica
um bom balanceamento de aminoacidos, onde os niveis de lisina e metionina
sobressaem-se em relacdo aos de outras fontes protéicas (BUTOLO, 2002). Quanto
aos minerais, a levedura apresenta um nivel relativamente elevado, com variagdo
entre 9,8 e 14,4%, sendo o potassio o principal componente desta fracdo. O
conteudo de gordura, ou extrato etéreo, varia com o substrato utilizado, podendo
apresentar niveis de 0,9 a 1,6%. Devido a grande riqueza em vitaminas do complexo
B, a levedura tem sido utilizada como suplemento vitaminico em dietas para
monogastricos (CAMPOS NETO, 1987).

Sabe-se que a levedura quando adicionada em niveis elevados a racdo de
frangos confunde a rastreabilidade de farinhas de origem animal pela técnica de
isétopos estaveis (GOTTMANN, 2007). Porém, ainda ndo foi estudado se quando
adicionada em baixos teores na racdo (como os niveis utilizados pelos produtores de
frangos de corte), a levedura também confunde a rastreabilidade destas farinhas.



O Capitulo 2, intitulado “1ISOTOPOS ESTAVEIS DE C (*C/*C) E N (*N/*N) NA
RASTREABILIDADE DE FARINHAS DE ORIGEM ANIMAL EM FRANGOS DE
CORTE ALIMENTADOS COM RACAO CONTENDO LEVEDURA DE CANA-DE-
ACUCAR” encontra-se redigido de acordo com as normas editoriais da Revista PAB —
Pesquisa Agropecuaria Brasileira. O presente trabalho teve por objetivo verificar se a
inclusdo de levedura (Saccharomyces cerevisiae), em niveis comumente utilizados pela
inddstria na alimentagdo de frangos de corte interfere na rastreabilidade de farinhas de

origem animal, pelo método de is6topos estaveis de carbono e nitrogénio.
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Is6topos estaveis de C (**C/*2C) e N (**N/*N) na rastreabilidade de farinhas de origem
animal em frangos de corte alimentados com racéo contendo levedura de cana-de-

acucar

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar se a incluséo de levedura de cana-de-agucar (LC), em
niveis comumente utilizados pela inddstria na alimentagdo de frangos de corte, interfere na
rastreabilidade da farinha de carne bovina (FC) e da farinha de visceras de aves (FV),
utilizando a técnica de isOtopos estaveis de carbono e nitrogénio no musculo peitoral
(Pectoralis major). Foram utilizados 325 pintainhos machos (Cobb), com um dia de idade,
distribuidos aleatoriamente em treze tratamentos, com 25 aves cada, sendo uma dieta
controle a base de milho e soja e os demais tratamentos com inclus@es de 1, 2, 4 e 6% de
FC, FV e LC. Para a analise da razdo isotépica (**C/*?C e *N/**N), expressa em delta per
mil (6%o), aos 42 dias de experimento, foram separadas ao acaso 6 aves (n=6) por
tratamento e abatidas para a coleta do musculo peitoral. O tratamento com inclusao
de 6% de levedura diferiu do tratamento controle, mas ndo diferiu dos tratamentos
com inclusdo de 2, 4 e 6% FC e 4 e 6%FV. A levedura em ragdes a base de milho e
soja pode interferir na rastreabilidade das farinhas de origem animal na alimentacao

de frangos de corte, em niveis a partir de 6% de inclusdo.

Termos para indexacao: aves, certificagcdo,dieta, ingrediente de origem animal, peito.
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Stable isotopes of C (**C/**C) and N (*N/*N) in tracebility of animal meals in chikens

fed with diet containing sugar cane yeast

ABSTRACT

The objective of this work was to verify if sugar cane yeast (SCY) inclusion, in
levels used by the industry in chickens feeding, interferes in the tracebility of
bovine meat meal (BM) and visceral meal (VM), using carbon and nitrogen stable
isotopes technique in breast (Pectoralis major). For this, 325 one-day-old male
chicks (Cobb), were randomly distributed on 13 treatments, with 25 birds each,
using a control diet (corn and soybean meal basically) and the others treatments with
1, 2, 4 and 6% inclusions of BM, VM and SCY. To isotopic ratio analysis (**C/**C
and °N/**N), expressed in delta per mil (5 %o), at 42 days of experiment were
randomly sampled 6 broilers (n=6) per treatment and slaughtered to breast muscle
collect. The treatment with 6% SCY inclusion differed from the control treatment,
but it didn’t differ from the treatments with inclusion of 2, 4 and 6% BM and 4 and
6%VM. The sugar cane yeast in diets with corn and soybean meal, can interfere in

the animal meal tracebility of broilers feeding, when it is with 6% of inclusion.

Indexing terms: animal origins ingredients, birds, breast, certification, diet.
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Introducéo

Segundo a Associacdo Brasileira dos Produtores e Exportadores de Frangos
(ABEF, 2009), o Brasil é o terceiro maior produtor e 0 maior exportador de carne de
frango no ranking mundial. Porém, o mercado importador da carne de frango
brasileira impds algumas restricdes quanto ao modo de criacdo, alimentacdo e
comercializa¢do dos animais.

A crescente preocupacao do consumidor com a seguranca alimentar levou a
industria a propor métodos que permitam a certificacdo da origem e da qualidade
dos produtos de origem animal e vegetal no mundo (Comunidade Européia, 2002).

A rastreabilidade pode ser uma ferramenta chave no sistema de producdo de
carnes para a sobrevivéncia e o sucesso das empresas num mercado cada vez mais
competitivo e exigente (Iba et al., 2003).

Com base no exposto, nota-se que o sistema de rastreabilidade é um tema de
primordial relevancia e requer estudos mais aprofundados sobre o seu
desenvolvimento e técnicas envolvidas.

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

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

Porém, alguns alimentos, como a levedura de cana e o farelo de trigo, podem
interferir na rastreabilidade de farinhas de origem animal pela técnica dos is6topos
estaveis, devido ao seu alto teor de proteina e conseqiiente enriguecimento em
Nitrogénio-15 e Carbono-13 (Gottmann, 2007).

Os niveis de inclusdo de levedura praticados pela industria avicola brasileira

sdo variaveis, pois a tendéncia é usa-la como um aditivo e, segundo Grangeiro, et al.
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(2001), pode-se incluir até 7,5 % de levedura como fonte protéica em ragdes de
frangos de corte, sem afetar o seu desempenho.

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar se a incluséo de levedura
de cana de agucar (Saccharomyces cerevisiae), em niveis comumente utilizados pela
inddstria na alimentagdo de frangos de corte, interfere na rastreabilidade de farinhas
de origem animal, pelo método de is6topos estaveis de carbono e nitrogénio.

Material e Métodos

O experimento foi realizado na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
UNESP - Campus de Botucatu, Laboratorio de Nutri¢cdo de Aves, no periodo de 20
de maio a 30 de junho de 2008. Foram utilizados 325 pintainhos de corte machos da
linhagem Cobb, com um dia de idade, vacinados no incubatério contra as doencas
de Gumboro e Marek.

As aves foram alojadas em um galpéo experimental, onde 13 tratamentos foram
distribuidos aleatoriamente em 13 boxes de 2,5 m? com 25 aves/boxe e densidade
de 10 aves/m?. Foram tomadas 6 repeticées por tratamento, sendo cada ave abatida
considerada uma repeticao.

Inicialmente cada boxe continha um bebedouro tipo copo de pressdo para o
fornecimento de 4gua e um comedouro tipo tubular inicial para o fornecimento da
racdo. Estes equipamentos foram substituidos gradativamente por bebedouro
pendular e comedouro tubular definitivos, um para cada boxe, respectivamente. O
fornecimento de agua e racdo foi ad libitum durante todo o periodo experimental.
Para 0 aquecimento inicial dos pintos, cada boxe foi equipado com uma campéanula
contendo uma lampada infravermelha de 250 watts, que foi retirada no décimo dia
de idade das aves.

O controle da temperatura e ventilagdo ambiental foi feito através do manejo
das cortinas laterais do galpéo. Para auxiliar no controle da temperatura interna do
galpdo, foram colocados um termdmetro de maxima e minima e um termdmetro de
bulbo seco e bulbo imido na altura do piso da instalacdo. As médias de temperatura,
maxima e minima no galpdo foram 25°C e 18°C, respectivamente. O programa de
luz adotado foi constante com 24 horas de luz dirias, utilizando-se lampadas

incandescentes de 60 watts.
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As racOes foram formuladas a base de milho, farelo de soja, 6leo de soja,
fosfato bicalcico, calcério calcitico, sal comum, DL-metionina, L-lisina e
suplementos vitaminicos e minerais conforme adaptacfes das recomendacdes de
Rostagno et al. (2005). Foram incluidas também nos tratamentos a levedura de cana-

de-acucar e as farinhas de carne e visceras, conforme demonstrado na Tabela 1:

Tabela 1. Distribuicéo dos tratamentos.

VEG = a base de milho + farelo de soja 4FC =VEG +4% FC
1FC = VEG + 1% farinha de carne (FC) 4FV = VEG + 4% FV
1FV=VEG + 1% farinha de visceras(FV) ALC=VEG+4% LC
1LC = VEG + 1% levedura de cana (LC) 6FC = VEG + 6% FC
2FC =VEG + 2% FC 6FV = VEG + 6% FV
2FV =VEG + 2% FV 6LC =VEG +6% LC

2LC=VEG +2% LC

O programa de arragoamento foi dividido em trés fases: inicial (1 a 21 dias —
Tabela 2), crescimento (22 a 35 dias — Tabela 3) e final (36 a 42 dias — Tabela 4).

Para a coleta das amostras, aos 42 dias de experimento, foram retiradas
aleatoriamente 6 aves (n = 6) por tratamento e identificadas individualmente em uma
das patas por anilhas numeradas para serem abatidas. O abate foi realizado no
abatedouro experimental da FMVZ, UNESP — Botucatu, por meio de sangria, ap6s
as aves terem sido atordoadas por choque elétrico. Apés a retirada das penas e da
evisceracao, as carcagas foram cortadas para retirada do musculo peitoral (Pectoralis
major).

Amostras de mdasculo peitoral foram coletadas retirando-se uma fatia de
aproximadamente 5 mm no sentido transversal do terco médio longitudinal do
Pectoralis major esquerdo (GOTTMANN, 2007). Devidamente identificadas e
acondicionadas em sacos plasticos, as amostras foram congeladas a -20°C para
posteriores analises isotdpicas que foram realizadas no Centro de Isétopos Estaveis

do Instituto de Biociéncias, UNESP — Botucatu.
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Para a realizacdo das andlises isotopicas, as amostras foram descongeladas,
lavadas em agua destilada e secas em estufa de ventilacdo forcada (Marconi — Ma
035), a temperatura de 56°C por 48 horas. Ap6s este periodo, cada amostra foi
colocada em um tubo para que fosse moida, em moinho criogénico de nitrogénio
liguido (Spex — modelo 6750 freezer/Mill), a - 190°C por 3 minutos (tecido) e 5
minutos (racdo) em freqiiéncia maxima, para obter-se um material homogéneo e de
finissima granulometria, com aspecto microscépico (Licatti, 1997; Ducatti, 2004).

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

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

atmosférico para *°N, de acordo com a seguinte equaco geral:

oX (amostra, padrao) — [(Ramostra - Rpadréo) / Rpadréo] x 1000

Onde:

& X = enriquecimento do isdtopo mais pesado do elemento quimico X (C ou N)
da amostra em relacdo ao respectivo padréo internacional.

R = razdo isotopica entre 0 is0topo menos e 0 mais abundante, em particular
13C/12C e 15N/14N.

Os resultados isotdpicos obtidos foram submetidos a analise multivariada de
variancia (MANOVA) com auxilio do procedimento GLM do programa estatistico
SAS (2004). A partir dos dados gerados pelas matrizes de erro, foram determinadas
regibes com 95% de confianca para verificar as diferencas entre as médias dos

tratamentos.
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Os resultados das anélises isotopicas (8*°C e 8*°N) das racdes utilizadas neste

estudo estdo contidos na Tabela 5.

Tabela 5 - Valores médios* de 8'3C ¢ 8°N e seus desvios-padrdo da racéo de

frangos de corte criados até os 42 dias de idade.

Tratamentos® 813C 8N
VEG -17,63 £ 0,09 1,62 +£0,33
1FC -17,61 £ 0,11 1,66 + 0,07
1FV -16,84 + 0,01 1,35+0,10
1LC -17,29 £ 0,09 1,67 +£0,03
2FC -17,47 + 0,08 1,75+0,16
2FV -17,03+0,14 1,41 +0,01
2LC -17,02 £ 0,06 1,26 £ 0,29
4FC -17,09 £ 0,06 1,91+£0,16
4FV -16,60 + 0,17 1,79+0,10
4L.C -18,08 + 0,16 1,73+0,24
6FC -18,00 £ 0,16 2,30+0,32
6FV -15,83 £ 0,03 2,37 £0,04
6LC -16,62 + 0,18 1,74 £ 0,03

! Valores médios de & °C e 5N obtidos de uma mistura das trés ragdes (inicial, crescimento e final)

fornecidas as aves durante a criagdo.

*\VEG: Dieta controle a base de milho e farelo de soja; 1FC: 1% farinha de carne bovina; 1FV: 1%

farinha de visceras de aves; 1L.C: 1% levedura de cana-de-agUcar; 2FC: 2% farinha de carne bovina;

2FV: 2% farinha de visceras de aves; 2LC: 2% levedura de cana-de-agucar; 4FC: 4% farinha de carne

bovina; 4FV: 4% farinha de visceras de aves; 4LC: 4% levedura de cana-de-agUcar; 6FC: 6% farinha

de carne bovina; 6FV: 6% farinha de visceras de aves; 6LC: 6% levedura de cana-de-agucar.
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A levedura por possuir sinal isotopicod **C = -10,49 %o e 8"°N = 4,36%o,
quando incluida na dieta pode levar a um enriquecimento em carbono-13 e
nitrogénio-15, 0 mesmo ocorre com a incluséo de farinha de visceras de aves § **C=
-16,28%0 ¢ 8"°N = 4,29%0) e farinha de carne bovina (8**C = -12,82%0 ¢ 8"°N =
7,72%0) na dieta de frangos de corte. Enriquecimento em carbono-13 e nitrogénio-15
quando utilizadas farinhas de origem animal na dieta de frangos de corte também foi
observado por Oliveira (2005) e Carrijo et al. (2006). Pode-se observar na Tabela 5
que houve enriquecimento tanto em Carbono-13 como em Nitrogénio-15 na maioria
das racOes quando comparadas com a racdo basal e, conforme a porcentagem
incluida de farinha de carne, farinha de visceras e levedura foi aumentando, este
enriquecimento também foi crescente.

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

Semelhante ao valor de §°C, o 8*°N da rac&o também varia de acordo com a
composicao percentual dos ingredientes na dieta. O sinal isotdpico do nitrogénio das
plantas varia dependendo de como ele é fixado por elas. A soja, por fixar o
nitrogénio do ar, possui valor de §'°N préximo ao valor do padrdo N, (5°N = 0,0 +
1,0%0) (Handley & Raven, 1992; Werner & Schimidt, 2002).

As plantas que ndo conseguem fixar o nitrogénio atmosférico dependem, em
grande parte, da abundancia deste isétopo no solo e da adubacdo (CHOI et al.,
2002). Quando o nitrogénio é absorvido de matéria organika, o °N é mais
significativo, ao redor de 5%o. Valores negativos de 8'°N sdo observados em solos
com baixa proporgdo de matéria organica, em particular solos secos e arenosos e
onde é adicionado esterco como fertilizante natural, o fracionamento é alto, com
8N em torno de 10%o (Shibuya et al., 2006).

As médias encontradas para os sinais isotopicos (5'°C e §'°N) das amostras de

peito de cada tratamento, no final do periodo experimental, estdo contidas na Tabela 6.
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Tabela 6 - Valores médios d& C e &°N e seus desvios-padrdo, do musculo

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

Tratamentos* 8¢ 8N
VEG -18,93+0,17 2,33+0,17
1FC -18,86 + 0,18 2,40 £0,13
1FV -18,81 + 0,21 2,30+0,12
1LC -18,73+0,15 2,39+0,17
2FC -18,83+0,17 2,51+0,21
2FV -18,50 £ 0,20 2,23+0,13
2LC -18,63 £ 0,15 2,29+0,10
4FC -18,10+ 0,13 2,67 +£0,08
4FV -18,14 + 0,17 243 +0,14
4L.C -18,55 + 0,15 2,39 +0,16
6FC -17,55 + 0,23 2,75+0,21
6FV -17,73 £ 0,22 2,68 +0,16
6LC -18,18 + 0,17 2,65+0,12

*VEG: Dieta controle a base de milho e farelo de soja; 1FC: 1% farinha de carne bovina; 1FV: 1%
farinha de visceras de aves; 1LC: 1% levedura de cana-de-agucar; 2FC: 2% farinha de carne bovina;
2FV: 2% farinha de visceras de aves; 2LC: 2% levedura de cana-de-aclcar; 4FC: 4% farinha de carne
bovina; 4FV: 4% farinha de visceras de aves; 4LC: 4% levedura de cana-de-agucar; 6FC: 6% farinha

de carne bovina; 6FV: 6% farinha de visceras de aves; 6LC: 6% levedura de cana-de-agUcar.

Também para o peito, houve enriquecimento em Carbono-13 e Nitrogénio-15,
conforme a adigdo crescente de farinha de carne, farinha de visceras e levedura nas
racoes.

As médias encontradas para os sinais isotopicos (5'°C e 5'°N) das amostras de
peito de cada tratamento foram comparadas estatisticamente a média do tratamento
controle (Figuras 1 e 2) e a média do tratamento com levedura (Figuras 3 e 4), nos
diferentes niveis de adicdo, gerando regides com 95% de confianca.



Figura 1. Regides de confianca formadas pela diferencga entre os valores isotopicos
de 8C e 8"°N de mlsculo Pectoralis major de frangos de corte aos 42

dias de idade de cada tratamento quando comparados ao tratamento
controle (Vegetal).

27
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Vegetal - Farinha de Carne Vegetal - Farinha de Visceras

0,5

Diferenca de delta de Ntrogénio-15
Diferenca de delta de Nitrogénio-15

e

-1 -0,5 0,5 1 1,5 2 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2

Diferenca de delta de Carbono-13 Diferenca de delta de Carbono-13
0,5 0,5
1%FC * 2%FC 19%6FV 206EV
1 ¢ 4%FC ®6%FC 4 @ 4%FV & 6%FV

Figura 2. Regides de confianca formadas pela diferenca entre os valores isotopicos de
8C e 5N de mUsculo Pectoralis major de frangos de corte aos 42 dias de
idade de cada tratamento quando comparados ao tratamento controle

(Figura 1 fracionada).
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0,
1%L evedura 2%Levedura

0,5

e delta de Nitrogénio-15

Diferenga de delta de Carbono-13 Diferenca de delta de Carbono-13

iferenca de delta de Nitrogénio-15

2 45 " -2 15 -1

¢Basal ¢ 1%FC © 1%FV

¢ Basal ¢ 1%FC ¢ 1%FV
¢2%FC ¢ 2%FV  4%FC

¢ 4%FV ¢ 6%FC < 6%FV 4 *4%FV ¢ 6%FC ¢ 6%FV

@ 2%FC ¢ 2%FV ¢ 4%FC

0,
4%Levedura 6% Levedura

ta de Nitrogénio-15

delta de Nitrogénio-15

Diferenca de delta de Carbono-13

2 15 05 1 15

Diferenca de delta de Carbono-13

Basal ¢ 1%FC # 1%FV #Basal ®1%FC  1%FV
20FC  #2%FV  + 4%FC @ 206FC ¢ 2%FV ¢ 4%FC

4%FV #6%FC + 6%FV
S 4%FV #6%FC +69%6FV ° ° °

Figura 3. Regides de confianca formadas pela diferenca entre os valores isotopicos de
8"C e "°N de musculo Pectoralis major de frangos de corte aos 42 dias de
idade de cada tratamento quando comparados ao tratamento contendo 1, 2, 4
e 6% de levedura.
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6%Levedura - Farinha de Carne

Diferenca de delta de Nitrogénio-15

0,5 1 15 2

]

Diferenca de delta de Carbono-13

Basal #1%FC 2%FC ¢ 4%FC 6%FC

Figura 4. Regides de confianca formadas pela diferenca entre os valores isotopicos de
8C e 8"°N de musculo Pectoralis major de frangos de corte aos 42 dias de
idade de cada tratamento quando comparados ao tratamento contendo 6% de

levedura.

Os tratamentos comparados sdo diferentes quando a diferenca entre suas
médias de 5"°C e '°N forem diferentes de zero, e assim, a regido de confianca néo
sobrepor a nenhum dos eixos do gréfico. O fato de a elipse sobrepor um dos eixos
mostra que a diferenca entre médias de 8*3C e 8*°N dos tratamentos comparados é
igual a zero, e assim os tratamentos ndo diferem.

Sendo assim, observando a Figura 1, e ainda mais claramente na Figura 2,
podemos notar que o tratamento com levedura s6 difere do tratamento controle a
partir de 6% de inclusdo, a farinha de visceras a partir de 6% e a farinha de carne a
partir de 4%, pois suas elipses ndo sobrepdem aos eixos de delta de C e ou de N.

Os tratamentos 1FC, 1FV, 1LC, 2FC, 2FV, 2LC, 4FV e 4LC né&o diferiram do
tratamento controle, possivelmente devido a pouca inclusdo das farinha de carne
bovina, farinha de visceras de aves e levedura, respectivamente.

Nos demais tratamentos, foi possivel observar que houve diferenca entre os
diferentes niveis de inclusdo das farinhas de origem animal e a levedura em relacdo
ao tratamento controle. Oliveira (2005), Carrijo et al. (2006) e Gottmann (2007)

também observaram diferencas ao comparar tratamentos que continham farinha de
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visceras de aves e farinha de carne bovina com tratamentos contendo dieta padréo a
base de milho e farelo de soja.

Gottmann (2007) demonstrou que a rastreabilidade de farinhas de origem
animal no masculo peitoral de frangos de corte, através da técnica dos is6topos
estaveis foi comprometida pela presenca da levedura e do farelo de trigo.

Os niveis de inclusdo de levedura praticados pela industria avicola brasileira
sdo variaveis, pois a tendéncia é usa-la como um aditivo e, segundo Grangeiro et al.
(2001), pode-se incluir até 7,5 % de levedura como fonte protéica em ragdes de
frangos de corte, sem afetar o seu desempenho.

Na Figura 3, os eixos passam a ser os diferentes niveis de inclusdo de
levedura e neste caso, as elipses que sobrepdem aos eixos ndo diferem dos
tratamentos com levedura. Na Figura 4, cujo eixo corresponde ao nivel de 6% de
inclusdo de levedura (o Unico a ser detectado, como visto nas Figuras 1 e 2),
podemos observar que as elipses dos tratamentos 2FC, 4FC, 6FC, 4FV e 6FV,
sobrepéem aos eixos das diferencasdde *C e/ou 8°N e que, portanto, estes
tratamentos ndo diferiram do tratamento com 6% de levedura. Este comportamento
pode ter ocorrido devido ao sinal isotépico da levedura (§*C = -10,49 %o e 5'°N =
4,36%0) ser muito proximo dos sinais isotopicos da farinha de visceras de aves
(8"C=-16,28%0 ¢ 8"°N = 4,29%o) e da farinha de carne bovina (5°C = -12,82%. e
8N = 7,72%v).

Este fato demonstra que a utilizacdo da técnica da razéo isotopica de carbono e
nitrogénio na rastreabilidade de farinhas de origem animal em carcacas de frangos
de corte pode ser interferida pela adi¢cdo de levedura de cana-de-agUcar, uma vez
que, a partir de 6% de inclusdo, a assinatura isotopica da levedura ndo pode ser
diferenciada da assinatura isotdpica das farinhas de visceras e de carne.

Sendo assim, é necessaria a realizagdo de outros estudos envolvendo a detec¢éo
da levedura no intervalo de 4 a 6% de incluséo nas ragoes e estudos que permitam
diferenciar a levedura das farinhas de carne e de visceras pela técnica dos isétopos

estaveis, para que esta se torne uma ferramenta de extrema confiabilidade.
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Concluséo
Nas condi¢bes do presente trabalho e através dos resultados obtidos, a
inclusdo de 6% de levedura de cana-de-aclcar em racOes a base de milho e soja,
pode interferir na rastreabilidade das farinhas de origem animal na alimentacdo de

frangos de corte pela técnica dos is6topos estaveis de carbono e nitrogénio.
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ImplicacOes

As pesquisas relacionadas ao uso dos is6topos estaveis de carbono e nitrogénio
na rastreabilidade de farinhas de origem animal na alimentagéo de frangos de corte
surgiram da necessidade de uma tecnologia independente para a certificacdo de aves
que ndo fossem alimentadas com produtos de origem animal, os chamados frangos
verdes, alternativos e organicos, o que se tornou também, uma exigéncia dos
mercados importadores da carne de frango brasileira.

Essas pesquisas tém-se mostrado promissoras, porém, alguns ingredientes,
como a levedura de cana-de-aglcar e o farelo de trigo, dependendo dos niveis
utilizados na ragdo, podem interferir na rastreabilidade das farinhas de origem
animal no musculo peitoral de frangos de corte.

Considerando o presente estudo, com relagdo a industria de frangos
alternativos, que pode utilizar a levedura como fonte protéica em niveis que chegam
a alcancar até 8% de incluséo na racdo, a técnica dos isotopos estaveis de carbono e
nitrogénio pode levar a um resultado errdneo de que as aves foram alimentadas com
farinhas de origem animal, uma vez que a partir de 6% de inclusdo, a assinatura
isotopica da levedura ndo pode ser diferenciada das farinhas de carne e de visceras.

Novos estudos sdo necessarios a fim de que haja a possibilidade de se
diferenciar os sinais isotopicos da levedura e das farinhas de origem animal em
quaisquer niveis de inclusdo, para tanto, poderiam ser testados outros is6topos
estaveis de outros elementos quimicos, além do carbono e nitrogénio, como por

exemplo, o hidrogénio e o oxigénio.
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