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“De tudo ficam trés coisas:
a certeza de que estamos comecando,

a certeza que € preciso continuar e a certeza
de que podemos ser interrompidos
antes de terminar
Fazer da interrup¢do um novo caminho,
da queda um passo de danca,
do medo uma escola, do sonho uma ponte,
da procura um encontro.

E assim tera valido a pena.”

Certeza - Fernando Pessoa
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CAPITULO 1



CONSIDERAGCOES INICIAS

1. INTRODUCAO

A cadeia produtiva de frangos de corte assegura ao pais uma posicdo de destaque
no cendrio mundial de produtores de carne de frango. Segundo a Associa¢do Brasileira
dos Produtores e Exportadores de Frangos (ABEF, 2008), o Brasil ¢ o terceiro maior
produtor e o maior exportador de carne de frango na classificagdo mundial.

A demanda por alimentos de produtos de origem animal vem crescendo de
maneira cada vez mais rapida. Para atender essa demanda, os alimentos sdo produzidos
e comercializados em larga escala e em condi¢des extremamente intensivas. Esse fato
pode acarretar conseqliéncias indesejaveis e muitas vezes prejudiciais aos
consumidores. Intoxicagdes, infecgdes e mortes decorrentes de contaminagdes nao
intencionais sdo cada vez mais freqiientes. Episodios como salmonelose em ovos na
Gra-Betanha, a contaminagdo com dioxina em frangos e suinos na Bélgica, surtos de
febre aftosa em varios paises, a encefalopatia espongiforme bovina (EEB), conhecida
como doenca da vaca louca na Inglaterra e Canada e recentemente a Influenza Avidria
na Asia, contribuiram para o aumento da preocupacio dos consumidores em rela¢io a
qualidade dos alimentos comercializados (Felicio, 2001).

Para atender aos atuais padrdes de exigéncia do consumidor, cada vez mais
preocupado em relacdo a rastreabilidade de alimentos de origem animal, as empresas
estdo adotando sistemas para melhorar o controle de qualidade, tanto de seus produtos,
quanto no impacto ao meio ambiente e na sociedade. Deste modo, a Unido Européia
editou normas de utilizacdo sanitarias para utilizagdo de subprodutos de origem animal
em ragdes de animais da mesma espécie, restringindo o uso destes subprodutos (Ceruti,
2007).

A técnica dos isétopos estaveis apresenta potencial de aplicacdo pratica para a
detecg@o destes subprodutos na alimentag¢do animal, por meio da andlise dos tecidos da
ave, como musculos, visceras, 0ssos ¢ ovos, sendo que como o sangue € as penas, ha
poucos trabalhos conduzidos. Uma das vantagens de se trabalhar com estes tecidos ¢
que se podem colher amostras nas diversas etapas de criacdo, sem necessidade de

sacrificio das aves.



2. RASTREABILIDADE

A rastreabilidade ¢ um sistema que permite tracar o histdrico, a identificacgdo, a
localiza¢do de um produto por meio de informag¢des previamente registradas. Com o uso
do mecanismo da rastreabilidade, pode-se levantar a origem do produto desde a
producdo da matéria-prima, dos insumos, até chegar ao consumidor final, podendo ter
sido processado ou ndo (Cima et al., 2006).

Os selos de qualidade e certificagdo de origem, como afirmou Spers (2000), vém
sendo desenvolvidos com o objetivo de conquistar a confianga do mercado consumidor,
que vem demonstrando maior preocupag¢do com relacdo aos atributos de qualidade nos
alimentos.

As informacdes necessarias contidas no rotulo do produto podem oferecer
informagdo ao consumidor final para escolha de um determinado produto, além de
assegurar suas caracteristicas de qualidade especificadas. Portanto, isso deve ser tratado
com grande importancia por produtores e autoridades competentes, pois cada vez mais,
os consumidores exigem transparéncia dos alimentos que compram, querendo saber
como ¢ onde os animais sdo criados (Cima et al., 2006).

Um sistema de certificagdo assegura que o produto estd enquadrado em
especificagdes predeterminadas, pois € a certificacdo que define os atributos desse
produto, processo ou servigo e garante que eles estejam inseridos em normas
predefinidas. Nesse sentido, a certificacdo envolve normas, tanto na esfera publica
quanto na privada, nacional e internacional (ambiente institucional), e um o&rgdo
certificador com poder de monitorar e excluir aqueles que ndo seguirem tais normas
ambiente organizacional (Nassar, 2003).

A maioria dos sistemas de rastreabilidade nas cadeias agroalimentares do Brasil
estdo no comecgo de implantagdo e sua evolucdo se d4 de forma lenta. Em janeiro de
2002, o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento por meio da Instrugdo
Normativa n° 1, instituiu o Sistema Brasileiro de Identificagio e Certificagdo de Origem
Bovina e Bubalina - SISBOV. Na avicultura a pioneira foi a empresa Perdigdo, que
implantou o sistema de rastreabilidade em 1997. No entanto, apesar do alto grau de
organizagdo ¢ coordenagdo da cadeia produtiva da avicultura de corte no Pais, o

processo de rastreabilidade esta ainda na fase inicial (Cima et al., 2006), ndo dispondo



de sistema de identifica¢do oficial como a pecuaria de corte, mas ja utiliza diversas
ferramentas de gestdo e controle de qualidade em sua cadeia, como o APPCC (Analise
de Perigo em Pontos Criticos de Controle) ou o BPF (Boas Praticas de Fabricagdo),
além de atuar no sentido de definir normas para outros pontos da cadeia produtiva
(Cerutti, 2002).

Para que a rastreabilidade avicola seja bem-sucedida, além dessas ferramentas de
gestdo e controle de qualidade, ¢ necessaria a criacdo de andlise de contra prova que
auxiliasse atestar a veracidade das informacgdes constantes no histérico alimentar de
lotes de produtos diferenciados (como por exemplo, carne de frango e ovos
provenientes de aves alimentadas com dieta estritamente vegetal) e que pudesse
monitorar o processo de rastreabilidade e fornecer laudos técnicos para as auditorias,
como instrumento de confiabilidade (Oliveira, 2005).

A técnica de isétopos estaveis tem sido usada com sucesso para testar a
autenticidade e qualidade de varios produtos tais como sucos de frutas (Bricout &
Koziet, 1987; Koziet et al., 1993), vinhos (Martin et al., 1988), méis (Brookes et al.,
1991; Reniero et al., 1997; White et al., 1998), produtos lacteos (Rossmann et al., 2000;
Manca et al, 2001), dleos vegetais (Kelly et al, 1997) e, a caracterizagdo e
diferenciag¢do do regime dietético de suinos Ibéricos, possibilitando a classificagdo dos
animais de acordo com o tipo de alimentacdo recebida durante o periodo de engorda
(Gonzélez-Martin et al., 1999; Gonzéalez-Martin et al., 2001). Em associacdo com a
razdo isotdpica do elemento quimico do nitrogénio (15N/ 14N), permitiu a certificacdo de
origem geografica e tipos de alimentagdo de ovinos e bovinos (Piasentier et al., 2003;
Schmidet et al., 2005).

De acordo com Carrijo (2003), a técnica dos isotopos estaveis de carbono e
nitrogénio pode ser utilizada como ferramenta para rastrear a inclusdo de subprodutos
de origem animal em dietas de frangos de corte por meio da andlise da razdo isotdpica
do musculo peitoral (Pectoralis major). Além disso, o autor sugere que o0
aprimoramento dessa técnica pode possibilitar a certificagdo de que frangos destinados
ao mercado externo que foram alimentados exclusivamente com ingredientes de origem
vegetal.

No Centro de Isétopos Estaveis Ambientais da UNESP, Campus de Botucatu,

fundamentada nesta técnica, surgiu a linha de pesquisa que visa detectar da inclusdo de



farinhas de origem animal na alimentagdo de aves de postura (Carrijo et al., 2000;
Denadai et al., 2006; Denadai et al., 2008), frangos de corte (Cruz et al., 2004; Oliveira,
2005; Carrijo et al., 2006; Gottmann, 2008) e codornas (Mori et al., 2007; Sernagiotto,
2009). Esses pesquisadores confirmaram que esta técnica ¢ eficaz na detecg¢do de
farinhas de origem animal em diversos tecidos de aves.

A escolha de se trabalhar com sangue e penas, permite colher amostras nas
diversas etapas de criag@o, podendo compor estratégias de amostragem sem necessidade
de sacrificio das aves e de facil aplicacdo, servindo como ferramenta de apoio as
auditorias e certificagdo de criagdes de frangos isentas de proteinas de origem animal na

dieta.

3. ISOTOPOS ESTAVEIS

O termo is6topo vem do grego: ISO (mesmo ou igual) e TOPOS (lugar), referindo-
se ao fato de ocuparem o mesmo lugar na tabela periddica. A expressdo estavel significa
dizer que ndo emitem radiacao.

Os is6topos sdo atomos do mesmo elemento quimico, mas que diferem em
numero de néutrons e nimero de massas. O diferente nimero de massa dos isotopos
possibilita a sua identificacdo, através da espectrometria de massa, e sua utilizacdo em
estudos geoldgicos e ambientais. Ou seja, € possivel quantificar os diferentes isotopos
de um mesmo elemento. Os isotopos podem ter nucleos instaveis ou estaveis. Os
isotopos de ntcleos instaveis, também chamados de radioativos, sofrem desintegracio
espontanea, por emissdo de particulas nucleares ou radiacdo eletromagnética, e geram
os isétopos radiogénicos. Ja os isotopos de nucleos estaveis ndo se desintegram por
nenhum processo conhecido e correspondem a aproximadamente 270 nuclideos. Os
isotopos ambientais sdo isotopos de elementos em abundancia e de ocorréncia natural
no nosso planeta, como o H, C, N, O ¢ S. Eles sdo os principais elementos dos ciclos
hidroldgico, geologico e biologico. A mensuragdo dos isOtopos ambientais vem
crescendo, conforme se aprimora a rotina de laboratérios e equipamentos (Clark &
Fritz, 1997).

Os isétopos do carbono (C), hidrogénio (H), oxigénio (O), nitrogénio (N) ocorrem

naturalmente na biosfera. Cada elemento apresenta um isotopo estavel leve dominante:



carbono-12 (**C), hidrogénio-1 (‘H), oxigénio-16 ('°0) e nitrogénio-14 (**N) ¢ um ou
dois is6topos estaveis pesados: carbono-13 (°C), hidrogénio-2 (*H), oxigénio-17 (*’0),
oxigénio-18 (**0) e nitrogénio-15 (*°N), com abundincia ou concentragio natural

expressa em atomos % (Ducatti, 2004).

12 13
A abundancia natural para os isétopos estaveis de carbono ( C e C), e de

aproximadamente 98,89 e 1,11 atomos %, respectivamente (Kennedy & Krouse, 1990).

15
N) sdo0 99,63 e 0,37 atomos %, respectivamente (Ducatti, 2004). A

E nitrogénio (14N e
medida da relacdo entre isdtopos € realizada pelo espectrometro de massas, que mede a
concentragdo dos diferentes isotopos do elemento, admitido no sistema sob a forma
gasosa (H,, CO,, N, e SO»).

A razdo entre os isdtopos estaveis, mensurados por espectrometria de massa de

baixa resolugdo, com leitura em delta (d) € obtida pela expressao:
& X (amostra, padréo) = [(Ramostra — Rpadrao) / Rpadréo] x 1000

onde:

d X = enriquecimento do is6topo mais pesado do elemento quimico X (C ou N) da

amostra em relac@o ao respectivo padrao internacional.

R =representa a razdo isotdpica entre o isétopo menos € o mais abundante,

1Be/120 o SN/UN

Os valores do delta do carbono-13 sdo expressos em um padrdo internacional
Peedee Belemnite (PDB). Segundo Friedman & O’'Neil (1977), o padrdo PDB ¢ aceito
universalmente na compara¢do das composigdes isotopicas do carbono. Trata-se de um
carbonato sdlido de Belemnitela americana, da formacdo Peedee da Carolina do Sul,
Estados Unidos, empregado inicialmente como padrio por Craig (1957). Para os
1s6topos estaveis do nitrogénio, o padrio internacional € o nitrogénio do ar atmosférico,
o qual ¢ considerado uma mistura isotdpica homogénea na superficie terrestre. Os
valores isotopicos de nitrogénio-15 também sdo expressos, na notagdo delta per mil
(8'"°N) da razio isotépica ’N/"*N do produto em relagdo ao padrio internacional.

As plantas, na sua maioria, podem ser classificadas em dois grupos principais, de
acordo com a via fotossintética de fixacdo do CO2: ciclo fotossintético C3 e ciclo

fotossintético Cs. Nestas plantas o primeiro composto organico a ser formado ¢ um



acido carboxilico, que nas C3 possui trés atomos de carbono e nas Cs possui quatro
atomos de carbono.

A via fotossintética C3 inclui a maioria das arvores, arbustos, soja, arroz, trigo,
cevada, algoddo entre outros, e a via fotossintética C4 € encontrada no milho, cana de
agucar, sorgo, e outras forrageiras de origem tropical ou subtropical.

O CO, atmosférico que possui valor de 8°C de aproximadamente -7,7%o
(Kennedy & Krouse, 1990), é a fonte primaria de carbono para as plantas terrestres.
Este carbono sofre discriminacdo isotdpica ao longo do processo de fotossintese,
ocorrendo diminui¢do da concentracio de “C e aumento da concentracio de '*C.
Durante a assimilacdo fotossintética, as plantas do ciclo fotossintético Cs fixam o CO,
atmosférico através do ciclo Calvin-Benson e apresentam valores de 5'°C entre -22 e -
34%o (valor modal = -26,7%0), enquanto as plantas do ciclo fotossintético C4 fixam o
CO, atmosférico através do ciclo Hatch-Slack e apresentam valores de 8"3C entre 9 e -
16%o (valor modal = -12,6%o0). O sinal negativo indica que a planta ou seu subproduto
apresenta menor concentra¢do de °C que o padro internacional. Portanto, as plantas Cs
e C4 possuem assinaturas isotopicas diferentes, devido ao fracionamento que ocorre
durante a fixacdo fotossintética do carbono (Smith & Epstein, 1971; O’Leary, 1981;
Kennedy & Krouse, 1990; Vogel, 1993).

Considerando-se a existéncia da diferenca isotopica da ordem de 14%o mais rico
em °C nas plantas do ciclo fotossintético C4, em relacdo as do ciclo fotossintético Cs,
torna-se possivel a utilizagdo destas plantas e seus subprodutos como marcadores em
animais, sem a necessidade de sintetizar compostos especificamente marcados (Ducatti,
2004).

Diferentemente do carbono, a razdo isotopica "N/"*N nas plantas ndo depende do
ciclo fotossintético realizado. Mesmo a atmosfera sendo abundante em N,, somente as
plantas que possuem bactérias fixadoras de nitrogénio conseguem fixa-lo do ar. As
demais plantas o fixam através da incorporagdo de compostos nitrogenados do solo.
Quando o nitrogénio € absorvido do ar atmosférico pelas bactérias fixadoras ou pelo uso
de fertilizantes industriais, o valor do 8'°N no solo é baixo, em torno de 0%o. Se
absorvido da matéria organica decomposta, o valor do 8"°N ¢ mais significativo, ao
redor de 5%. Valores negativos de 8N sdo observados em solos com baixa

porcentagem de matéria organica, em particular solos secos e arenosos. Quando for



adicionado esterco como fertilizante natural, a taxa de fracionamento ¢ alta, com valores
de 3"°N em torno de 10%o (Shibuya et al., 2006).

Uma vez que os tecidos corporais refletem o sinal isotdpico das dietas que os
animais consomem, as farinhas de origem animal sdo reflexo da dieta do animal que a
deu origem, variando por volta de 2%o para o 8'"°C (Deniro & Esptein, 1978) e em torno
de 3%o (2-5%0), para o "N, devido o nitrogénio do organismo animal sofrer
enriquecimento em cada elevag@o do nivel trofico (Deniro & Esptein, 1981).

A andlise da variacdo natural da abundancia dos is6topos estaveis representa uma
ferramenta poderosa para as pesquisas em geologia e arqueologia, possibilitando a
reconstru¢do da dieta prévia de animais (Van der Merve, 1982; DeNiro, 1987). Nas
ultimas décadas os isdtopos estaveis tém sido aplicados de forma crescente e continua
em pesquisas agricolas, ecoldgicas e fisiologicas e apresentam-se como alternativa
promissora para estudar processos relacionados a digestdo, absor¢do e metabolismo de
nutrientes em humanos e animais, assim como, para identificar a procedéncia ¢ a

qualidade de produtos de origem animal e vegetal (Gannes et al., 1998).

4. TECIDOS ANALISADOS

4.1. PENAS

As penas constituem um importante componente corporal das aves,
correspondendo a aproximadamente 4 a 8% do peso vivo, com variagdes em fungdo do
sexo ¢ idade (North & Bell, 1993). As penas contém aproximadamente 7,9% de
umidade, 89-97% de proteina (principalmente queratina) e 1,3% de lipidios (declina
com a idade da ave).

O desenvolvimento das penas, como outros sistemas e 6rgdos, envolvem uma
série de complexos processos morfoldgicos e fisioldgicos, importante para estabelecer o
padrao e a forma final das penas. Cada uma das penas possui um unico foliculo e uma
papila localizada na sua base, dispostos de um modo definido (em fileiras ou linhas)
pelo corpo do animal. Todas as geracdes de penas crescem a partir das papilas formadas
durante a fase pré-natal, ou seja, os nimeros de penas correspondem ao numero de

foliculos encontrados no embrido (Macari et al., 1994).



Os foliculos podem ser induzidos a produzir uma nova pena em quase todo o
tempo, se uma pena ¢ arrancada do foliculo. A seqiiéncia de mudas ¢ ordenada,
provavelmente sob a acdo dos hormonios liberados pelos foliculos adjacentes (Leeson
& Walsh, 2004). Na maioria das aves, as penas da asa sdo as primeiras a mudar, seguido
pelas penas do corpo e por ultimo a cabega e pescoco. Em condi¢des naturais, a muda
nos machos ocorre antes das fémeas (Spearman, 1971). Durante a muda, as penas
velhas sdo simplesmente empurradas para fora pela pena nova. As penas emergentes
estdo fisicamente ligadas a pena antiga, que emerge da bainha exterior, a ligagdo ¢
interrompida e as penas velhas caem (Leeson & Walsh, 2004).

Um importante aspecto a ser observado no desenvolvimento das penas ¢ o fato
dessas ndo crescerem continuamente. O rapido desenvolvimento de penas ocorre entre 3
e 6 semanas de idade, embora o periodo de maximo crescimento das penas possa ser
influenciado pela genética, sexo, nutricdo e estacdo do ano (Leeson & Walsh, 2004).
Yalcin et al. (1997) mostraram que frangos de corte com 4 a 7 semanas de idade tém
mais penas no verdo (média temperatura de 27°C) do que no inverno (média de
temperatura de 20°C). A diferenca foi de 0,5% do peso corporal em favor do verdo. A
exata razao para esta diferenga ndo esta clara, mas pode estar relacionada com o fato de
que o crescimento das penas pode ser menos influenciado pelo ambiente quente que o
crescimento do frango. O comprimento das penas aumenta naturalmente quando as aves
envelhecem. McDougald & Keshavarz (1984) mostraram um aumento quase linear no
comprimento das penas de contorno e primarias em frangos de corte com o aumento da
idade de abate.

A adequacdo nutricional da dieta parece ser o principal fator a influenciar tanto a
estrutura e o crescimento das penas de frango de corte (Wyatt et al., 1975). Uma vez
que 89-97% das penas ¢ proteina (Fisher et al., 1981), os aminoacidos desempenham
um papel critico no desenvolvimento de penas. A cistina e a metionina sdo 0s principais
aminoacidos envolvidos na sintese de queratina das penas (Wheeler & Latshaw, 1981).
A cistina ¢ o principal componente da queratina, enquanto que a metionina esta
envolvida através da sua conversdo para a cistina (Champe & Maurice, 1984). Além de
seu papel na sintese de pena, metionina e cistina, também sdo necessdrias para a

manuten¢do geral do crescimento (Wheeler & Latshaw, 1981).
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As penas sdo, provavelmente, uma das mais complexas estruturas, existindo varios
tipos de penas, cada uma com fun¢do e caracteristica estruturais especificas que
contribuem com sua finalidade funcional. Essas incluem a penugem, que existe por
ocasido do nascimento; por volta do décimo quarto dia, caem e surgem as penas juvenis,
que comegam a crescer inicialmente nas asas e, posteriormente, as penas adultas que
substituem as penas juvenis (Spearman, 1971). Encontram-se trés tipos basicos de
penas: semipluma, na qual a barba ¢é fofa e a raquis curta, e se localizam as margens das
penas de contorno, proximas do corpo; filopluma, que é rudimentar e distribuida em
todos os tratos de penas do corpo inclusive nas penas da cabeca; e as penas de contorno,
sd0 as penas externas que cobrem todo o corpo, formando uma camada isolamento
térmico (Macari et al., 1994).

Conforme a Figura 1 as principais partes estruturais de uma pena sdo: calamo,
raquis, eixo, barbas, barbulas e barbiculas, onde o eixo é composto por dois segmentos,
o calamo e raquis. O calamo ¢ a base curta e tubular implantada no foliculo das penas,
onde existe uma abertura em sua base inferior, através da qual a pena recebe os
elementos para o seu crescimento. A raquis € a por¢do longa e sélida do eixo acima da
pele. De cada lado do eixo existem finas ramificacdes que sdo conhecidas como barbas
que também possui ramificagdes muito pequenas chamadas de barbulas que, por sua

vez, t€ém ramificagdes muito pequenas chamadas de barbiculas (Macari et al., 1994).

FIGURA 1. Principais partes de uma pena de contorno (Macari et al., 1994).

4.2 SANGUE

O sangue representa ao redor de 7% do peso vivo do frango de corte. O sangue ¢
composto por duas partes, sendo uma composta de células e outra fluida. Na parte

celular encontram-se os eritrécitos (hemdcias), leucocitos (globulos brancos) e
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trombdcitos. O numero de leucocitos varia entre 2.000 até 3.000 células/uL. No entanto
esse numero pode variar em fun¢do de sexo, idade, condicdes de estresse e doengas. Na
hemécia encontra-se a hemoglobina que, devida a sua alta afinidade pelo oxigénio e gas
carbonico, ¢ responsavel pelo transporte desses gases no sangue. As hemadcias s3o
produzidas nos o6rgaos hematopoiéticos (medula dssea), sendo sua vida média ao redor
de 28 a 35 dias (Macari et al., 1994).

O sangue das aves ndo contém plaquetas; os trombdcitos ¢ que desempenham o
papel delas durante os mecanismos de coagulagdo do sangue. A coagulagdo é um
mecanismo importante, pois evita a perda de sangue por ocasido de hemorragia. Ela
implica na formag¢do do coagulo que nada mais ¢ do que a transformacdo de uma
proteina soluvel, o fibrinogénio, em proteina insoltivel, a fibrina. (Macari et al., 1994).

Depois da remog¢do do fibrinogénio e da fibrina, o fluido remanescente ¢
denominado soro (Banks, 1992). A fracdo fluida do sangue é denominada de plasma,
com sais e proteinas dissolvidas. O plasma forma de 55 a 70 volumes por cento do
sangue total. Além de 4gua, seu constituinte maior, contém, em solugdo,gases e outros
componentes minerais bem como consideravel variedade de constituintes organicos
nitrogenados (ndo protéicos e protéicos) e ndo nitrogenados. Enzimas, hormonios,
vitaminas e seus derivados coenzimatiocos, metabdlitos variados. Muitas das
caracteristicas atribuidas ao plasma sdo fung¢des dos seus componentes protéicos, os
quais auxiliam na manutencdo da pressdo osmotica intravascular (pressdo
coloidosmdtica), no transporte de varios constituintes plasmaticos (hormoénios, produtos
residuais), no mecanismo de coagulacdo e na prote¢do do corpo pelos anticorpos
humorais imunoglobulinas. (Lehninger et al., 1995).

Penas e sangue de aves sdo tecidos cada vez mais escolhidos para estudos de
isotopos estaveis por ecologistas (Bearhop et al., 2002). Mizutani et al. (1992) ao
estudarem a influéncia da dieta na distribuicdo dos isétopos de carbono em penas de 11
espécies de aves, concluiram que as penas também refletem a dieta das aves através da
analise da taxa de turnover, da composi¢ao bioquimica e da fonte orgénica do tecido.

Pesquisadores tém mostrado que a taxa de turnover do isétopo de carbono dentro
de um tecido esta relacionado com a taxa metabolica (Tieszen et al., 1983; Hobson &
Clark, 1992a). Ambos os estudos apresentam taxa de turnover mais rapida nos tecidos

com maiores taxas metabdlicas, tais como figado e sangue, que nos tecidos com taxas
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metabolicas mais baixas, tais como colageno dsseo. Para aves, a composi¢ao isotdpica
das penas reflete a dieta durante o periodo de crescimento (Mizutani et al., 1991, 1992;
Hobson & Clark, 1992b; Thompson et al., 1998).

Para Pearson et al. (2003), a taxa de turnover é importante para determinar como a
assinatura isotdpica da dieta de um animal é incorporada em seus tecidos. Em seus
estudos, estes autores indicaram que o plasma sanguineo fornece informacdes de curto
prazo (cerca de 1-4 dias), enquanto o sangue total fornece mais informagdes (cerca de 8-
12 dias) porque suas células t€m maior longevidade do que os constituintes do plasma,
tendo um ritmo mais lento na taxa de turnover; e, as penas refletem a dieta durante o seu
periodo de crescimento.

Voigt et al. (2003) em estudo com duas espécies de morcego (Leptonycteris
curasoae ¢ Glossophaga soricina) coletou trés tipos de tecidos: pélos, membrana da asa
e sangue. O sangue foi coletado como padrio (tecido alvo), que mostra a mais alta taxa
de turnover; pequenos pedacos de membrana da asa, para apresentar uma taxa de
turnover intermedidria em relacdo ao sangue e pélos. Os pélos apresentam baixa taxa de
turnover. Em roedores as taxas de turnover dos isétopos de carbono foram elevadas na
gordura e no figado, intermediarias nos musculos e baixas no cérebro e pélos (Tieszen
et al., 1983). Os isotopos estaveis podem fornecer informagdes da dieta na gordura e no
figado em curto prazo, nos musculos médio prazo e no cérebro e pélos a longo prazo

Trabalhar com sangue e penas possibilita colher amostras nas diversas etapas de
criacdo sem necessidade de sacrificio das aves. Por serem tecidos com metabolismo
diferente, estes refletem de maneira distinta o sinal isotdpico da dieta em diferentes
periodos de criagdo, permitindo identificar a presenca de farinha de visceras na

alimentac¢do dos frangos de corte.

O Capitulo 2 intitulado “ISOTOPOS ESTAVEIS NA RASTREABILIDADE
DE FARINHA DE VISCERAS DE AVES NA ALIMENTACAO DE FRANGOS DE
CORTE” encontra-se redigido de acordo com as normas editoriais da Revista PAB —
Pesquisa Agropecuaria Brasileira. O presente trabalho teve por objetivo analisar
sangue e penas, para detectar a presenca de farinha de visceras de frango na alimentagdo
de frangos de corte através da analise dos isotopos estaveis de carbono (*C/'*C) e

nitrogénio (°N/'*N) por espectrometria de massas.
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ISOTOPOS ESTAVEIS NA RASTREABILIDADE DE FARINHA DE ORIGEM
ANIMAL NA ALIMENTACAO DE FRANGOS DE CORTE

Resumo

Existe a possibilidade de se detectar a utilizacdo de subprodutos de origem animal
em dietas de frango de corte por meio da aplicacdo técnica dos is6topos estaveis de
carbono e nitrogénio em seus tecidos. O presente trabalho tem como objetivo analisar
sangue e penas, para detectar a presenca de farinha de visceras (FV) na alimentacao de
frangos de corte por meio da técnica dos isétopos estaveis de carbono (*C/**C) e
nitrogénio (>N/*N) por espectrometria de massas. Foram utilizados 720 pintos de corte
machos, Cobb, submetidos aos tratamentos: racdo vegetal a base de milho e farelo de
soja de 1 a 42 dias de idade; racdo com 8% de farinha de visceras de frango (FV) de 1 a
42 dias de idade; racdo vegetal de 1 a 21 dias e racdo com 8% de FV de 22 a 42 dias;
racdo vegetal de 1 a 35 dias e ragdo com 8% de FV de 36 a 42 dias; ragdo com 8% de
FV de 1 a 21 dias e racdo vegetal de 22 a 42 dias; racdo com 8% de FV de 1 a 35 dias e
racdo vegetal de 36 a 42 dias. Foram colhidas amostras de penas do peito e de sangue de
4 aves/tratamentos aos 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias, as quais foram submetidas a analise
isotopica. Para determinar o percentual estimado de participacdo da farinha de visceras
na composicdo desses tecidos, foi empregado o modelo de diluicdo isotdpica de duas
fontes e dois is6topos (*3C e *°N) na formacéo do produto. Os dados obtidos pela analise
isotopica foram submetidos a analise multivariada de variancia (MANOVA). Conclui
que a aplicacdo da técnica dos is6topos estaveis de carbono e nitrogénio em penas de
frango de corte pode detectar a utilizacdo de farinha de visceras na alimentacdo de
frangos de corte por um periodo de até 21 dias ap0s a retirada desse ingrediente da
dieta, ou apds 21 dias da inclusdo da FV na dieta. No caso do sangue, 0 periodo maximo
para deteccdo do uso da farinha de visceras na dieta dos frangos € menor, de apenas 7
dias para frangos na fase inicial de criacdo, em funcdo da elevada taxa de crescimento, e

de 14 dias para frangos nas fases de crescimento e final.

Termos para indexacao: carbono-13, certificacdo, farinha de visceras, nitrogénio-15
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STABLE ISOTOPES IN TRACEABILITY OF ANIMAL MEAL FEEDING IN
BROILERS

Abstract

Utilization of animal by-products in broilers diets can be detected by using the
technique of the stable isotopes of carbon and nitrogen in their tissues. The present
paper was aimed at detect the presence of poultry viscera meal (VM) in the diet of
broilers, utilizing the technique of the stable isotopes of carbon (**C/*?C) and nitrogen
(*N/*N) by mass spectrometry, blood and feathers. We used 720 broiler chicks from
Cobb, of treatments: vegetable diet based on corn and soybean meal from 1 -42 days
old, diet with 8% poultry viscera meal from 1-42 days, vegetable diet 1-21 days and diet
with 8% VM 22 -42 days, vegetable diet 1-35 days and diet with 8% VM 36-42 days,
diet with 8%VM 1-21 days of vegetable diet and 22-42 days, diet with 8% VM 1 -35
days of vegetable diet and 36 -42 days. Samples were collected breast feathers and
blood of 4 birds / treatment at 7, 14, 21, 28, 35 and 42 days, which were submitted to
isotopic analysis. To determine the estimated percentage of participation of poultry meal
in the composition of these tissues, we used the model of isotopic dilution of two
sources and two isotopes (**C and N) in the formation of the product. The data
obtained by isotopic analysis were submitted to multivariate analysis of variance
(MANOVA) with the aid of the GLM procedure of SAS ® (SAS Institute, 2000). We
conclude that the technique of stable isotopes of carbon and nitrogen in feathers of
broiler can detect the use of poultry viscera meal (VM) in feed for broiler for a period of
up to 21 days after removal of this ingredient diet or 21 days after the inclusion of VM
in the diet. In the case of blood, the maximum period to detect the use of poultry viscera
meal in the diet of broilers is lower, only 7 days for broilers in the initial creation, due to

the high growth rate, and 14 days for broilers in stages of growth and end.

Indexing terms: carbon-13, certification , nitrogen-15, poultry viscera meal
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Introducgéo

A avicultura brasileira destacou-se nas Ultimas décadas por uma trajetéria de
incremento tecnoldgico expressivo. A cadeia produtiva de frangos de corte assegura ao
pais uma posicdo de destague no cenario mundial de produtores de carne de frango. O
modelo de producdo integrada de frango teve um grande sucesso, sendo responsavel
pelo crescimento e baixo custo de producédo (Cima et al., 2006).

A insercdo e a manutencdo dos nossos produtos avicolas no mercado externo, em
niveis competitivos e a maior demanda por produtos processados e as ocorréncias de
contaminacfes de alimentos e bebidas por patégenos ou residuos, tém levado a
modificagdes e reestruturacdo no setor produtivo de alimentos.

Estas modificacdes dependem da constante busca tanto da qualidade quanto do
menor custo de producdo. As barreiras sanitarias impostas pelos paises importadores de
carne de frango e os cuidados extremos, que comecam na escolha da matéria-prima
utilizada na alimentacdo das aves também influenciam. A maior preocupacdo sera
sempre prevenir a contaminacao e a certificacdo desses produtos, porém, uma vez que a
mesma ja tenha ocorrido, os esforcos sdo direcionados para minimizar a0 maximo 0s
efeitos e prejuizos dela decorrentes (Cima et al., 2006).

A seguranca alimentar € a caracteristica mais valorizada pelo consumidor no
processo de escolha de um determinado produto. Os consumidores desejam
transparéncia quanto as condi¢des e aos métodos de producdo do alimento. Eles estdo
interessados em saber como e onde 0s animais sdo criados, querem informacdes sobre
sua alimentacdo, seu sistema de criacdo, entre outras. Com isso, surgiu 0 conceito de
rastreabilidade, uma ferramenta para fornecer maior seguranca ao consumidor (Silva,
2004). O termo rastreabilidade refere-se a capacidade de tracar o histérico, a aplicacéo
ou a localizacdo de um item através de informacdes previamente registradas. E
importante atentar que sob 0 manto da rastreabilidade também podem aparecer outros
interesses, além da qualidade, da seguranca alimentar e da sanidade animal, podendo ser
usados como barreira comercial, com o intuito de dificultar as exportagdes de um pais
(Rastreabilidade, 2004).

Para implantacdo dos programas de rastreabilidade, é fundamental conhecer as

exigéncias dos consumidores para atendé-las da melhor maneira possivel e com menor
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custo, por meio de um sistema que possa representar a realidade nacional. Além disso, a
implantacdo do processo de rastreabilidade incentiva a integracdo das cadeias
produtivas e, evidentemente, auxilia na conquista de novos mercados. A implantacédo
destes sistemas estad variando de pais para pais, de acordo com os habitos alimentares
dos consumidores e a sua classificagdo no mercado mundial como importador ou
exportador. Também sdo diferentes as razdes pelas quais os individuos, empresas e
governos estdo exigindo a implantacdo destes mecanismos, que tém um objetivo Unico:
a seguranca alimentar da populacéo (Cima et al., 2006).

O unico sistema de rastreabilidade oficialmente implantado é o de rastreamento
na cadeia de bovinos e bubalinos, denominado Sisbov - Sistema Brasileiro de
Identificacdo e Certificacdo de Origem Bovina e Bubalina. No entanto, o SISBOV foi
criado em 2002 como uma resposta imediata do governo brasileiro as presses da Unido
Européia, que exigia um programa oficial de rastreabilidade para cadeia de bovinos
(Rastreabilidade, 2004). Criado desde janeiro de 2002 e implantado desde julho de
2002, vem sendo ajustado ao longo dos ultimos anos.

Muitos métodos tém sido propostos para identificar a presenca de subprodutos
de origem animal em racdes para animais, tais como, hibridizacdo de DNA, ELISA e
PCR (Block Junior, 2002). A espectrometria de massas, através da analise da razdo
isotopica para o elemento quimico do carbono-13, tem sido usada com sucesso para
testar a autenticidade, a qualidade e a origem geografica de varios produtos, tais como:
suco de frutas (Bricout & Koziet, 1987; Koziet et al., 1993), vinhos (Martin et al.,
1988), méis (Brookes et al., 1991; White et al., 1998), produtos lacteos (Rossmann et
al., 2000; Manca et al., 2001), 6leos vegetais (Kelly et al., 1997).

Com o desenvolvimento da técnica dos isétopos estaveis para fins de
rastreabilidade e certificacdo do padrdo dietético de frangos de corte, surgiu a
necessidade de se conhecer o comportamento da assinatura isotopica de diferentes
tecidos nas aves, por ocasido de uma eventual substituicdo de dieta contendo ingrediente
de origem animal por dieta estritamente vegetal, e vice-versa Oliveira (2005).

O presente trabalho teve como objetivo analisar sangue e penas, para detectar a
presenca de farinha de visceras (FV) na alimentacdo de frangos de corte por meio da
técnica dos is6topos estaveis de carbono (**C/*2C) e nitrogénio (*°N/**N) por

espectrometria de massas.



28

Material e Métodos

O experimento foi conduzido na Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia
UNESP - Campus de Botucatu, nas instalacdes do Laboratério de Nutricdo de Aves.
Foram utilizados 720 pintainhos de corte machos, da linhagem Cobb, com um dia,
distribuidos em um delineamento em blocos casualizados com 6 tratamentos e 4
repeticdes, sendo criadas em galpdo experimental dividido em 24 boxes de 2,5m? com
30 aves/boxe, em uma densidade de 12 aves/m? em piso. As aves previamente
vacinadas contra Gumboro, Marek e Bouba aviaria, foram criadas até os 42 dias de
idade e vacinadas contra Gumboro, via agua de bebida, aos 10 e 20 dias de idade.

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

O programa de arragoamento foi dividido em duas fases: 1 a 21 dias (Tabela 1) e 22 a
42 dias (Tabela 2). As racbes foram elaboradas para serem isoprotéicas e isoenergéticas,
sendo formuladas a base de milho, farelo de soja, 6leo de soja, fosfato bicélcico, calcério
calcitico, sal comum, DL-metionina, L-lisina e suplementos vitaminico e mineral, conforme
adaptacgdes das recomendagdes de Rostagno et al. (2005). A porcentagem de incluséo de FV
na dieta foi estipulada em 8%, de acordo com informacdes a respeito de niveis praticos

adotados, colhidas junto a empresas produtoras de frangos de corte.
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Tabela 1. Composicdo percentual e teores nutricionais calculados para as ragdes

experimentais 1 a 21 dias de idade.

Ingredientes, %

Farinha de Visceras, %

0,0 8,0

Milho, grdo 57,70 65,16
Soja, farelo 35,56 23,90
Visceras, farinha 0,00 8,00
Soja, 6leo 2,64 0,10
Calcario calcitico 0,98 0,82
Fosfato bicéalcico 1,83 0,80
DL - Metionina 0,23 0,20
L - Lisina 0,16 0,22
Colina, cloreto (70%) 0,04 0,04
Sal comum 0,46 0,36
Suplemento vitaminico-mineral® 0,40 0,40
Total 100 100
Niveis Nutricionais Calculados

Energia metabolizavel, kcal/kg 3000 3000
Proteina bruta, % 21,40 21,40
Calcio, % 0,96 0,96
Fésforo disponivel, % 0,45 0,45
Metionina, % 0,56 0,56
Metionina + cistina, % 0,90 0,90
Lisina, % 1,26 1,26

'Suplemento vitaminico-mineral inicial Vaccinar® (niveis de garantia por kg de racfo): vit. A, 14.000
Ul; vit. D3, 2.500 UI; vit. E, 25,00 mg; vit K3, 3,00 mg; vit. By, 2,00 mg; vit. B,, 5,00 mg; vit. Bs, 4,00
mg; vit. By, 25,00 mcg; niacina, 35 mg; ac. pantoténico, 12,00 mg; biotina, 0,10 mg; ac. félico, 1,00 mg;
colina, 800,00 mg; antioxidante (B.H.T.), 2,00 mg; selénio, 0,18 mg; ferro, 50,10 mg; manganés, 78,00

mg; iodo, 0,70 mg; cobre, 10,00 mg; zinco, 55,00 mg.



30

Tabela 2. Composicéo percentual dos ingredientes, teores nutricionais calculados para

as racdes experimentais de 22 a 42 dias de idade.

Ingrediente, % Farinha de Visceras, %
0,0 8,0
Milho, grdo 63,25 70,66
Soja, farelo 29,82 18,18
Visceras, farinha 0,00 8,00
Soja, 6leo 3,11 0,59
Calcério calcitico 0,94 0,77
Fosfato bicélcico 1,63 0,60
DL - Metionina 0,22 0,18
L - Lisina 0,22 0,28
Colina, cloreto (70%) 0,04 0,04
Sal comum 0,38 0,30
Suplemento vitaminico-mineral® 0,40 0,40
Total 100 100
Niveis Nutricionais Calculados
Energia metabolizavel, kcal/kg 3100 3100
Proteina bruta, % 19,30 19,30
Calcio, % 0,88 0,88
Faésforo disponivel, % 0,41 0,41
Metionina, % 0,51 0,51
Metionina + cistina, % 0,83 0,83
Lisina, % 1,16 1,16

Suplemento vitaminico-mineral crescimento Vaccinar® (niveis de garantia por kg de racdo): vit. A,
10.000 UlI; vit. D3, 2.000 UI; vit K3, 2,00 mg; vit. By, 2,00 mg; vit. B,, 4,00 mg; vit. Bg, 4,00 mg; vit. By,
20,00 mcg; niacina, 30,00 mg; ac. pantoténico, 10,00 mg; biotina, 0,06 mg; ac. félico, 1,00 mg; colina,
600,00 mg; antioxidante (B.H.T.), 2,00 mg; selénio, 0,18 mg; ferro, 50,10 mg; manganés, 78,00 mg;
iodo, 0,70 mg; cobre, 10,00 mg; zinco, 55,00 mg.

As aves foram submetidas a seis tratamentos experimentais de acordo com 0s
seguintes grupos:

RV (1-42d)- racdo vegetal a base de milho e farelo de soja, sem subproduto de
origem animal de 1 a 42 dias de idade;

FV (1-42d)- ragdo com 8% de farinha de visceras de frango (FV) de 1 a 42 dias
de idade;

FV (22-42d)- racdo vegetal de 1 a 21 dias e racdo com 8% de FV de 22 a 42 dias
de idade;

FV (35-42d)- racédo vegetal de 1 a 35 dias e ragdo com 8% de FV de 35 a 42 dias
de idade;
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FV (1-21d)- racdo com 8% de FV de 1 a 21 dias e ragédo vegetal de 22 a 42 dias
de idade;

FV (1-35d)- racdo com 8% de FV de 1 a 35 dias e racdo vegetal de 36 a 42 dias
de idade.

A cada coleta (aos 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias de idade), foram tomadas
aleatoriamente 4 aves/tratamento, das quais foram colhidas amostras de sangue e penas.
As amostras de sangue foram colhidas da veia braquial, da asa esquerda, com seringa e
agulha descartavel. O sangue foi armazenado em tubo de plastico descartavel
identificado e congelado a -18°C. As penas foram retiradas manualmente da regido do
peito e devidamente identificadas e acondicionadas em embalagens individuais, e

também congeladas, para posterior analise isotdpica, conforme a Figura 1.

FIGURA 1. Coleta de penas.

As analises isotopicas das amostras de sangue, penas e races foram realizadas na
UNESP, Campus de Botucatu, no Centro de Isétopos Estaveis Ambientais do Instituto
de Biociéncias (CIE/IB).

Para realizacdo dessas analises, as amostras de sangue foram apenas
descongeladas, e foram analisadas na forma liquida, adicionando-se 0,2 pl € 0,3 pl em
capsulas de estanho, para as medidas das razées isotépicas de “C/*C e ®N/“N,
respectivamente. As amostras das penas foram descongeladas e lavadas em agua
destilada para remover qualquer contaminacdo de racdo e fezes, em seguida, foram
secas em estufa de ventilacdo forcada, a temperatura de 50°C por 24 horas. Sobre uma
placa de petri foram cortadas finamente com tesoura e lamina até que ficasse 0 mais

homogéneo possivel. Foram pesadas em céapsulas de estanho, aproximadamente 50 a 60
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1g e 500 a 600 pg de amostras para a determinacgdo das razdes isotdpicas do carbono e
nitrogénio, respectivamente. As céapsulas 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 éxido de cobre (CuO) a amostra foi
queimada quantitativamente para a obtencdo de CO, e NOx; este Gltimo foi entdo
reduzido a N, na presenca de cobre. Os gases formados foram separados em coluna
cromatogréafica gasosa e analisados no espectrdmetro de massas de razdes isotopicas
(Delta S — Finnigan MAT, Bremen, Alemanha).

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

atmosférico para >N, de acordo com a seguinte equacio geral:

& X (amostra, padréo) = [(Ramostra — Rpadrdo) / Rpadrao] x 1000

Onde:

d X = enriquecimento do is6topo mais pesado do elemento quimico X (C ou N) da

amostra em relacdo ao respectivo padréo internacional.

R = raz&o isotdpica entre o isétopo menos e 0 mais abundante, *C/**C e **N/*N.

Os resultados isotopicos obtidos foram submetidos a analise multivariada de
variancia (MANOVA) com auxilio do procedimento GLM do programa estatistico SAS
(1996). A partir dos dados gerados pelas matrizes de erro, foram determinadas regides
com 95% de confianca para verificar as diferencas entre as médias dos tratamentos.

Resultados e Discussao

Os resultados das anélises isotopicas (8*3C e 8"°N) das racdes utilizadas neste
estudo estdo contidos na Tabela 3. Observou-se que os valores de "°N enriqueceram
tanto da dieta vegetal (0%) para a dieta com FV (8%), como das races 1 a 21 dias de
idade para as ragOes de 22 a 42 dias de idade dentro de uma mesma dieta. 1sso ocorreu,
provavelmente, devido as variacfes na composicdo percentual dos ingredientes nas
racoes. As racOes da dieta com FV continham menor quantidade de farelo de soja e
maiores quantidades de milho e FV em relacdo as racbes da dieta vegetal. O

enriquecimento semelhante observado das ragdes de 1 a 21 para as racOes de 22 a 42
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pode ser atribuido ao mesmo fato, pois as ragdes de 22 a 42 também continham menor
percentual de farelo de soja. Os ingredientes milho (§*°C = -12,15%o + 0,04 e 6N =
6,81%o + 0,04), farelo de soja (5°C = -26,15%0 + 0,10 e "°N = 0,55%o + 0,04) e farinha
de visceras (6'°C = - 16,85%0 + 0,13 e "°N = 4,07%o + 0,10), utilizados na confeccdo
das racdes, tambem foram analisados isotopicamente para nitrogénio e carbono. Sabe-se
que a soja possui valor de §°N que se aproxima ao valor do padrdo de N, atmosférico
(8N = 0,0 + 1,0%0), pois fixam o nitrogénio do ar e apresentam fator de fracionamento
de 8N ao redor de uma unidade, ficando geralmente abaixo de 1,003%o (KOHL &
SHEARER, 1980; HANDLEY & RAVEN, 1992; WERNER & SCHMIDT, 2002). Ja o
valor de "N apresentado por plantas que nio conseguem fixar o nitrogénio atmosférico
depende, em grande parte, da abundancia desse is6topo no solo e adubos administrados,
como € o caso do milho (CHOI et al., 2002). SLEIMAN et al. (2004), avaliando
amostras de milho de alguns estados brasileiros, encontraram valores médios de 4,77 +
1,16%o para 8N, e -11,74 + 0,40 para 8"°C, respectivamente.

A exemplo do enriquecimento ocorrido nos valores de §°N descrito acima, 0
mesmo foi observado para os valores de §*C nas racdes experimentais. Pois, ao se
incluir FV na formulacdo da racdo, menor quantidade de farelo e dleo de soja foi
requerida para o seu balanceamento em relacdo a racdo vegetal isoenergética e
isoprotéica correspondente. Além disso, aumentou-se a inclusdo do ingrediente
energético, nesse caso, 0 milho. 1sso acontece, porque plantas do ciclo fotossintético Cs
(ex.: soja, arroz, trigo) possuem um valor modal de §°C = -27,6%. em relacdo ao
padrdo PDB, e nas plantas do ciclo fotossintético C,4 (ex.: milho, sorgo, cana-de-agucar),
esse valor modal é de 3"°C = -12,6%o. (VOGEL, 1993). As racdes de 22 a 42 dias seriam
mais ricas em *C em relacdo as ragdes 1 a 21 dias, pois em termos nutricionais, s&o
mais energéticas e menos protéicas, fazendo com que a composicdo percentual dos
ingredientes mude dentro da mesma dieta, embora esses valores possam ndo apresentar
diferengas significativas. Para tanto, as racdes de 22 a 42 dias teriam maior quantidade
de milho e menor quantidade de farelo de soja.

Esses apontamentos relativos aos valores de 5°C e '°N das racdes de frangos de
corte, assim como de outras espécies, mostram-se fundamentais para a identificacdo da
presenca de subprodutos de origem animal na alimentacdo, uma vez que a assinatura

isotdpica da dieta é refletida no organismo dos animais. Segundo DeNIRO & EPSTEIN
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(1976; 1978), o animal é aquilo que consome isotopicamente, até + 2,0%o para 5°C e
até + 3,0%0 para °N, embora cada tecido de um mesmo animal possa apresentar
particular assinatura isotdpica, fator de fracionamento (HOBSON & CLARK, 1992b) e
turnover isotopico (HOBSON & CLARK, 1992a).

Tabela 3. Valores isotépicos médios de 8*3C e §'°N da racéo, e seus desvios-padréo, da

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

Inclusdo de FV

RACAO (%) 8C'D.P 5N’ D.P
Inicial 0,0 -17,72 £0,25 1,75 +0,18
(1 a 21 dias de idade) 8,0 -16,22 +0,10 2,67 £0,11
Crescimento 0,0 -17,09 £0,16 1,85 0,24
(22 a 42 dias de idade) 8,0 -15,76 +0,07 3,26 +0,10

YValores isotopicos médios expressos em 8*C e 8N relativos aos padrBes PeeDee Belemnite (PDB) e nitrogénio
atmosférico (N,), respectivamente.

Os valores médios de 5'°C e '°N para penas e sangue dos frangos de corte estio

contidos na Tabela 4 e 5.



Tabela 4. Valores médios de §*°C e *°N, e seus desvios-padrio, das penas de frangos

de corte criados até os 42 dias de idade.

35

Idade TRATAMENTO? 5C+ DP 5N+ DP
7 dias RV 1-42d -18,6 + 0,20 5,86 + 0,33
FV 1-42d 17,77 £ 0,22 6,11+ 0,13
FV 1-35d -17,97 £ 0,10 6,19 + 0,08
FV 1-21d -17,65 + 0,22 6,14 + 0,14
14 dias RV 1-42d -18,07 + 0,31 5,65 + 0,23
FV 1-42d -17,41 + 0,27 6,18 + 0,25
FV 1-35d -17,70 £ 0,14 6,11 + 0,30
FV 1-21d -17,62 + 0,07 5,88 + 0,18
21 dias RV 1-42d -18,94 + 0,11 3,32+ 0,05
FV 1-42d -16,89 + 0,13 4,64 + 0,07
FV 1-35d -17,16 £ 0,10 4,65 + 0,09
FV 1-21d 17,23+ 0,15 4,39+ 0,15
28 dias RV 1-42d -18,57 + 0,20 3,62 + 0,07
FV 1-42d -16,94 + 0,21 4,68 + 0,08
FV 1-35d -17,14 + 0,17 4,73 +0,10
FV 1-21d -17,85+ 0,18 4,16 + 0,06
FV 22-42d -18,06 + 0,26 3,93+0,21
35 dias RV 1-42d -18,85 + 0,07 3,81+0,12
FV 1-42d -16,92 + 0,11 4,97 +0,08
FV 1-35d -16,85 + 0,28 4,97 + 0,09
FV 1-21d 17,93+ 0,17 4,14 +0,16
FV 22-42d -17,75 + 0,26 4,36 + 0,18
42 dias RV 1-42d -18,65 + 0,20 3,87 +0,21
FV 1-42d -16,92 + 0,26 5,07 + 0,12
FV 1-35d -17,04 + 0,06 4,59 +0,05
FV 1-21d -18,24 + 0,09 4,10+ 0,11
FV 22-42d -17,29 + 0,26 4,93+ 0,08
FV 35-42d -18,62 + 0,01 3,82+0,11

TRV 1-42d- ragdo vegetal & base de milho e farelo de soja, sem subproduto de origem animal (ragdo basal) de 1 a 42
dias de idade; FV 1-42d- ragdo com 8% de farinha de visceras de frango (FV) de 1 a 42 dias de idade; FV 1-35d-
racdo com 8% de FV de 1 a 35 dias e ragdo basal de 35 a 42 dias de idade; FV 1-21d- ragdo com 8% de FV de 1 a 21
dias e ragdo basal de 22 a 42 dias de idade;. FV 22-42d- racdo basal de 1 a 21 dias e racdo com 8% de FV de 22 a 42
dias de idade; FV 35-42d- ragdo basal de 1 a 35 dias e ragdo com 8% de FV de 35 a 42 dias de idade.



Tabela 5. Valores médios de 5°C e 8N, e seus desvios-padrdo, de sangue de

frangos de corte criados até os 42 dias de idade.
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Idade TRATAMENTO! 83C+ DP 5°N+ DP
7 dias RV 1-42d -19,94 + 0,11 3,34+0,13
FV 1-42d -18,52 + 0,16 4,08 + 0,08
FV 1-35d -18,83 0,16 3,96 + 0,15
FV 1-21d -18,62 + 0,17 4,15+ 0,28
14 dias RV 1-42d -20,68 + 0,13 2,75+ 0,07
FV 1-42d -18,91 + 0,14 3,6+0,11
FV 1-35d -18,9+ 0,13 3,58 + 0,14
FV 1-21d -18,87 + 0,22 3,57 +0,14
21 dias RV 1-42d -20,74 + 0,24 2,79 +0,17
FV 1-42d -18,89 + 0,09 3,78+0,11
FV 1-35d -19,19 + 0,22 3,85+0,17
FV 1-21d -18,91 + 0,30 3,58 + 0,15
28 dias RV 1-42d -20,47 + 0,19 3,02 +0,23
FV 1-42d -18,80 + 0,25 3,95 + 0,07
FV 1-35d -19,09 + 0,19 3,83+0,15
FV 1-21d -19,39 +0,23 3,39+ 0,26
FV 22-42d -19,75 + 0,09 3,35+ 0,10
35 dias RV 1-42d -20,15 + 0,19 3,22 +0,16
FV 1-42d -18,41 + 0,09 3,97 +0,31
FV 1-35d -18,27 + 0,05 4,09 + 0,05
FV 1-21d -19,40 + 0,16 3,36 + 0,16
FV 22-42d -18,84 + 0,15 3,77+ 0,37
42 dias RV 1-42d -20,19 + 0,07 4,01 + 0,07
FV 1-42d -18,21 + 0,11 4,06 + 0,07
FV 1-35d -18,58 + 0,15 3,64 +0,22
FV 1-21d -19,44 + 0,15 3,02+ 0,20
FV 22-42d -18,51 + 0,21 3,84 +0,14
FV 35-42d -19,48 + 0,19 2,77+ 0,19

TRV 1-42d- ragdo vegetal & base de milho e farelo de soja, sem subproduto de origem animal (ragdo basal) de 1 a 42
dias de idade; FV 1-42d- ragdo com 8% de farinha de visceras de frango (FV) de 1 a 42 dias de idade; FV 1-35d-
racdo com 8% de FV de 1 a 35 dias e ragdo basal de 35 a 42 dias de idade; FV 1-21d- ragdo com 8% de FV de 1 a 21
dias e ragdo basal de 22 a 42 dias de idade;. FV 22-42d- racdo basal de 1 a 21 dias e racdo com 8% de FV de 22 a 42
dias de idade; FV 35-42d- ragdo basal de 1 a 35 dias e ragdo com 8% de FV de 35 a 42 dias de idade.
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As Figuras 2, 3, 4, 5, 6 e 7 mostram as regides (elipses) com 95% de confianga
para verificacdo das diferencas entre as médias dos pares isotopicos (5°C e §°N) dos
tratamentos no tecido, comparados com o grupo controle (dieta vegetal).

Os tratamentos diferem do tratamento controle (RV 1-42d) quando a diferenca
entre suas médias de 5°C e &'°N forem diferentes de zero, e assim, a regifo de
confianga ndo sobrepor a nenhum dos eixos do gréfico. O fato das elipses sobreporem
um dos eixos mostra que na ha diferenca entre médias de 8*3C e 8N dos tratamentos
comparados com o controle (RV 1-42d).

Observando a Figura 2 foi possivel se notar que, aos 7 dias de idade, no sangue,
as aves do tratamento que receberam dieta com 8% de FV durante todo o periodo
experimental, e as aves dos tratamento que receberam FV1-21d e FV1-35d, diferiram do
tratamento vegetal, pois suas regides de confianca ndo sobrepuseram nenhum dos eixos
no gréfico; para as penas, estes tratamentos ndo diferiram do tratamento vegetal, pois
suas elipses sobrepuseram ao eixo das diferencas de &C. Esse fato ocorreu
provavelmente, devido ao fato de que as penas, aos 7 dias de idade, ndo terem sido
trocadas (penugem) e, assim, ainda estavam trazendo o sinal isotopico da matriz. Nao
foram analisadas sangue e penas das aves dos tratamentos FV22-42d e FV35-42d,
devido aos mesmo ainda néo terem se iniciado, neste periodo.

Na Figura 3, observa-se que aos 14 dias de idade, para as penas, as dietas com
8% FV ainda ndo diferiram da dieta vegetal, sendo que este periodo ainda ndo foi
suficiente para incorporar o sinal isotopico da alimentacdo nas penas. O sangue
permaneceu com 0 mesmo comportamento observados aos 7 dias. A Figura 4 mostra
que com 21 dias as penas das aves foram capazes de incorporar o sinal isotopico dos
tratamentos que receberam dieta com 8% de farinha de visceras (FV1-42d, FV1-21d e
FV1-35d), sendo que o periodo de 21 dias foi suficiente para incorporagdo do sinal nas

penas.
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Na Figura 5 aos 28 dias, para as penas, as aves dos tratamentos FV1-42d, FV1-
21d e FV1-35d diferiram das aves do tratamento vegetal (RV1-42d), pois suas regides
de confiangca ndo sobrepuseram nenhum dos eixos no grafico e, para as aves do
tratamento FVV22-42d que trocou a dieta vegetal por dieta com 8% de FV apos 21 dias,
estes 7 dias de consumo ndo foram suficientes para incorporar o sinal isotopico da nova
alimentacdo. Para o sangue, as aves do tratamento que recebeu dieta com 8% de FV
durante todo o periodo experimental (FV1-42d) e as aves do tratamento FV1-35d
diferiram do tratamento vegetal. Para as aves do tratamento FV1-21d, onde as aves
permaneceram sob dieta com inclusdo de 8% de FV passando para dieta vegetal aos 22
dias, este periodo de 7 dias foi suficiente para incorporar o sinal isotopico da dieta
vegetal no sangue.

Para as aves do tratamento FVV22-42d, que comegaram a comer dieta com 8% de
farinha de visceras aos 22 dias de idade, este periodo de 7dias ndo foi suficiente para
troca de sinal, ou seja, o sinal ndo diferiu do tratamento vegetal. Oliveira (2005)
também observou que 7 dias ndo foram suficientes para alterar o sinal isotépico em
analises de musculo peitoral, quilha e tibia de frango de corte.

Na Figura 6, aos 35 dias de idade, quando se analisaram as penas e 0 sangue,
verificou-se que as aves dos tratamentos FV1-42d, FV22-42d e FVV1-35d diferiram do
tratamento vegetal, pois suas regides de confianca ndo sobrepuseram nenhum dos eixos
no grafico. As aves do tratamento FVV1-21d ndo diferiu das aves do tratamento vegetal,
nem para penas nem para sangue, pois suas elipses se sobrepuseram ao eixo, de onde se
conclui que 14 dias da troca da dieta foram suficientes para tornar o sinal igual ao da
dieta vegetal, para as penas sendo que no sangue ja havia se manifestado no periodo de
28dias. Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por Oliveira (2005) que
avaliou o sinal isotopico de carbono e nitrogénio no musculo peitoral, na quilha e na
tibia de frangos de corte, recebendo uma dieta contendo farinha de visceras em
substituicdo a dieta vegetal, e verificou que o periodo de 14 dias foi suficiente para
incorporar o sinal isotopico da nova dieta nestes tecidos.

Na Figura 7 aos 42 dias, para as penas e sangue, observa-se que as aves dos
tratamentos FV1-42d, FV22-42d e FVV1-35d diferiram do tratamento vegetal, pois suas
regibes de confianca ndo sobrepuseram nenhum dos eixos no grafico. As aves do

tratamento FV35-42d, no qual as aves ingeriram dieta com farinha de visceras por um
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periodo de 7 dias, observa-se que este periodo ndo foi suficiente para incorporar o sinal
isotopico da alimentacdo nas penas e no sangue. As aves do tratamento FV1-21d, que
receberam apenas a dieta com 8% de FV até 21 dias, também ndo diferiram das aves do
tratamento vegetal (RV1-42d), pois aos 35 dias de idade, esta alteracdo de sinal ja havia
se manifestado (Figura 6).

Cruz et al. (2008) ao analisarem o figado de frango de corte aos 42 dias de idade
que consumiram farinha de visceras até 21 dias idade (FV1-21 dias) verificaram
assinatura isotépica semelhante as aves do grupo controle (dieta vegetal), nédo
detectando o uso da farinha de visceras na alimentacdo destas aves pela analise
isotopica do figado. De forma que, devido ao rapido turnover deste tecido, este nao
seria um bom indicador nestas condi¢es. Ja no caso das penas e sangue, 0S Sinais
isotopicos encontrados na presente pesquisa permitiram a deteccdo, em aves abatidas

aos 42 dias, das aves que consumiram FV até 21 dias.
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FIGURA 6. Regibes de confianca formadas pela diferenca entre os valores isotopicos
de 5"3C e 5'°N de penas e sangue de frangos de corte aos 35 dias de idade

de cada tratamento quando comparados ao tratamento controle.
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O sangue foi a fragdo que melhor e mais rapido detectou as inclusdes das farinhas
de visceras, devido ao maior distanciamento das elipses de confianga em relagdo aos
eixos do gréafico, o que tornou possivel rastrear esse ingrediente em frango de corte. O
periodo de 7 dias foi suficiente para rastrear a utilizacdo de farinha de visceras na
alimentacdo de frangos de corte, quando a idades das aves é de 7 dias, a partir do
crescimento destas, somente o periodo de 14 dias foi suficiente para rastrear a utilizagao
de farinha de visceras sob a técnica dos isotopos estaveis. Resultados de pesquisas
indicam que os tecidos podem ter pools de carbono com turnover rapido ou lento e, de
modo geral, os tecidos mais ativos metabolicamente como sangue, figado, pancreas e
tém taxas de turnover mais rapidas que os tecidos menos ativos, tais como 0s 0ss0s € 0
tecido conjuntivo.

Apesar de 0 sangue ser um tecido mais ativo metabolicamente em comparacgéo a
outros tecidos, quando a ave estd em crescimento é provavel que a taxa de
movimentagdo do carbono entre estes tecidos seja muito semelhante, embora cada
tecido de um mesmo animal possa apresentar particular assinatura isotopica, fator de
fracionamento e turnover isotépico (HOBSON & CLARK, 1992). O efeito observado

de diferentes taxas de crescimento entre os tecidos é o resultado da mudanca nas
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propriedades bésicas do metabolismo de cada um deles. Em condi¢des normais, a
chegada da maturidade corporal causa reducdo na taxa de sintese e aumento na taxa de
degradacdo das proteinas, reduzindo a deposicdo de proteina corporal, e
conseqiientemente diminuindo a taxa de crescimento (Cyrino, 1995). Nas aves a taxa de
crescimento diario € acelerada até por volta do 35° dia de vida, depois ocorre
crescimento linear durante a puberdade, e essa taxa comeca a declinar gradualmente a
partir do 45° dia, quando o animal atinge o peso corporal adulto (Lawrence & Fowler,
2002).

Tecidos como o sangue e penas, de mais rapida e lenta alteracdo do sinal isotopico
em funcdo da dieta, respectivamente, podem compor estratégias de amostragem sem
necessidade de sacrificio das aves e de facil aplicacdo, em pontos criticos de controle
nas empresas avicolas, servindo de ferramenta de apoio as auditorias e certificacdo de

criacOes de frangos isentas de proteinas de origem animal na dieta.

Conclusodes

Sob as condicOes experimentais, pode-se concluir que a aplicagdo da técnica dos
isétopos estaveis de carbono e nitrogénio em penas de frango de corte pode detectar a
utilizacdo de farinha de visceras na alimentacdo de frangos de corte por um periodo de
até 21 dias ap0s a retirada desse ingrediente da dieta, ou ap6s 21 dias da inclusdo da FV
na dieta. No sangue, o periodo maximo para deteccdo do uso da farinha de visceras na
dieta dos frangos é menor, de apenas 7 dias para frangos na fase inicial de criacdo, em

funcdo da elevada taxa de crescimento, e de 14 dias para frangos em crescimento.
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IMPLICACOES

A rastreabilidade de farinhas de origem animal na alimentacéo de frangos de corte,
por meio da variacdo natural dos isotopos estaveis de carbono e nitrogénio, se mostrou
promissora, diante de estudos realizados no Centro de Is6topos Estaveis/IBB/UNESP —
Campus de Botucatu. Estas pesquisas surgiram da necessidade de uma tecnologia
independente para a certificacdo de frangos de corte que ndo fossem alimentados com
produtos de origem animal, visto a exigéncia de mercados importadores dessas aves.

Considerando os resultados obtidos neste trabalho, novos estudos poderdo
aprofundar ainda mais esta linha de pesquisa, ndo utilizando apenas o sangue total, mas
do plasma que pode fornecer informagdes em mais curto prazo e expressar sinais
dietéticos de novas dietas, ja que o plasma é o responsavel por transportar substancias
dissolvidas, tais como nutrientes.

A utilizacdo de penas de frango de corte mostrou ser bom tecido para rastrear a
utilizacdo de farinha de visceras na alimentacao de frangos de corte em dietas contendo
esse ingrediente faz parte da alimentacdo em alguma fase de criacdo, podendo compor
estratégias de amostragem sem necessidade de sacrificio das aves e de facil aplicacao,
servindo de ferramenta de apoio as empresas certificadoras de criacbes de frangos
isentas de proteinas de origem animal na dieta.

Novas pesquisas devem ser realizadas com o objetivo de aprimorar a técnica
dos isGtopos estaveis nas penas, podendo utilizar ndo somente as penas dos machos,
mas também das fémeas, para verificar se 0 sexo pode influenciar a detec¢do de farinhas
de origem animal na alimentacdo. Seria indicado também coletar as penas das asas por

serem as primeiras a crescerem.
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