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CAPITULO 1
CONSIDERACOES INICIAIS



1. Revisao de literatura

1.1. O ovo como alimento

O ovo ¢ considerado um alimento nutricionalmente completo e ideal para o
consumo, pois reune mais de 14 vitaminas e minerais, tais como vitaminas Bj; e A,
acido folico, riboflavina, selénio, colina, e os carotenoides luteina e zeaxantina que lhe
confere propriedades antioxidantes. Além de ser uma das poucas fontes exdgenas de
vitaminas K e D (AGUIAR; ZAFFARI; HUBSCHER, 2009; HERRON; FERNANDEZ,
2004).

Para demonstrar seu incontestavel valor bioldgico, o ovo pode ser comparado ao
leite materno. Também se destaca como fonte proteica de origem animal de alta
qualidade e baixo valor caldrico, que fornece aos mamiferos os aminoacidos essenciais
cujo organismo ¢ incapaz de sintetizar. Até mesmo o colesterol presente em sua gema
apresenta propriedades fisiologicas importantes, por ser integrante da estrutura das
membranas celulares e estar relacionado a sintese de hormonios esterdides, acido biliar
e vitamina D (NOVELLO et al., 2006).

Sua excelente qualidade nutricional ¢ elucidada pelo seu papel original de
camara embrionaria provedora de componentes necessarios para o desenvolvimento da
ave, ou seja, da vida. Estes componentes tornam o ovo fonte de principios ativos
utilizaveis por médicos, farmacéuticos e pelas industrias de cosméticos e biotecnologia
(ANTON; NAU; NYS, 20006).

O ovo também ¢ considerado ingrediente polifuncional devido seu potencial de
gelificacdo, emulsificacdo, formador de espuma, corantes, aromatizantes e outras
especialidades que contribuem para a textura e as caracteristicas organolépticas dos
alimentos (ROSSI et al., 2010). Outra caracteristica deste alimento ¢ que seu sistema de
produgdo gera uma proteina de origem animal mais sustentavel do que outras produgdes
de alimentos ricos em proteinas, como a carne bovina (ROCK, 2012).

Por se tratar de alimento tradicional, de facil acesso, baixo custo e versatil na
culindria, o ovo apresenta ascensdo em sua popularidade. Ao longo da ultima década, a

produ¢do mundial aumentou 25% (FAO, 2011) e até¢ 2015 ¢ esperada taxa de



crescimento anual de aproximadamente 2%. Este crescimento pode ser atribuido aos
paises asiaticos, produtores tradicionais, que representam mais de 60% da producdo
mundial (PASCALE, 2010).

Dentre os principais produtores mundiais, destaca-se a China, por abranger 60%
do crescimento mundial da produ¢do de ovos, nos ultimos 10 anos (PASCALE, 2010).
A China é seguida pelos Estados Unidos e India, enquanto o Brasil segue em sétimo
lugar com produgao de 2,03 milhdes de tonelada de ovos (FAO, 2011).

Segundo dados da Unido Brasileira de Avicultura (UBABEF), em 2012 as
exportagdes brasileiras de ovos somaram 26,8 mil toneladas, tendo como principais
regides de destino a Africa com 14,1 mil toneladas e o Oriente Médio com 10,7 mil
toneladas. O mercado interno brasileiro foi responsavel pelo consumo de 99% da
producao total de ovos, sendo a média de 161 ovos per capita (UBABEF, 2013).

O aumento no consumo de ovos nos ultimos dez anos foi resultado da
desmistificacdo dos riscos a saude que poderiam ser causados pelo colesterol do ovo, ja
que varios estudos nao obtiveram relacdo entre o risco de cardiopatias em pessoas
saudaveis com o consumo de ovos (NOVELLO et al., 2006), e da maior disponibilidade
deste alimento em churrascarias, restaurantes, bares, lanchonetes e em supermercados,
onde existem ovos beneficiados descascados ou em conservas, prontos para 0 consumo
a pregos acessiveis (COSTA et al., 2007; MORI et al., 2005).

Contudo, em decorréncia das consecutivas crises sanitarias que assolaram a
Europa, como a crise da salmonela, crise da Encefalopatia Espongiforme Bovina —
EEB, contaminagdes por dioxina, febre aftosa e a gripe aviaria, nos dias de hoje, tanto
os consumidores internos como os externos estdo mais atentos e exigentes em relagdo a
procedéncia dos alimentos que adquirem (CARFANTAN; BRUM, 2006).

Apesar desta apreensdo relacionada a ingestdo de alimentos contaminados ter se
desencadeado nos anos 90 (COSTA; EUCLIDES FILHO, 2005; MALUF; MENEZES;
VALENTE, 1996) a mudanca no perfil dos consumidores iniciou-se desde meados da
década de 1970 onde surgiu a necessidade da implementagdo das boas praticas e
monitoramento da produgao de alimentos durante todas as etapas de produgao e também
a preocupagdo com o meio ambiente e o bem-estar animal (COSTA; EUCLIDES

FILHO, 2005).



A qualidade e a seguranga alimentar sdo de fato preocupagao mundial crescente,
visto que a ocorréncia de fraudes neste cenario também ¢ muito frequente. Na China, s6
na primeira metade de 2012, foram registrados 15 mil casos de violagcdo das leis de
seguranca alimentar. Inclusive este pais vivencia epidemia de alimentos falsificados e
adulterados, como o golpe lucrativo envolvendo a venda de ovos falsos e mortiferos a
partir da mistura de gelatina, resina, parafina, gesso, corante e outras substincias
perigosas como 6xido de aluminio que pode causar danos mentais (SILVEIRA, 2013).
Deste modo, ferramentas que possibilitem sustentar a confianga dos consumidores,

como a técnica dos isotopos estaveis sdo muito importantes.

1.2. Formacao dos ovos

Quando a ave atinge a maturidade sexual, quatro a seis odcitos aumentam de
didmetro e ¢ estabelecida a hierarquia folicular designada “Categorias F.Foliculos” em
funcdo da hierarquia, ou posi¢do de desenvolvimento (F1, F2, F3, F4, etc), sendo F1 o
foliculo de maior diametro e o proximo a ovular, F2 ovulard no dia seguinte e assim
sucessivamente (SESTI, 2003).

Os foliculos hierarquicos sdo selecionados a partir de pequeno grupo de
pequenos foliculos em desenvolvimento ou foliculos ndao hierarquicos: Foliculos
Brancos Pequenos (FPB), Foliculos Brancos Grandes (FBG), e Foliculos Amarelos
Pequenos (FAP). Estas denominagdes sdo derivadas do actimulo em camadas
concéntricas de vitelo branco ou amarelo produzido pelo figado e transportado no
sangue para serem incorporados aos foliculos no ovario (JOHNSON, 2006; SESTI,
2003).

A vitelogénese ou formagdo da gema consiste em processo longo que comeca no
momento da eclosdo com a fase de crescimento lento, seguida por fase de crescimento
intermediario e por fim pela fase de grande crescimento, sendo que esta ultima etapa
tem duragdo de 8 a 10 dias antes da ovulagdo e o peso passa de 200 mg para cerca de
17g (COTTA, 1997).

Nas galinhas o ciclo ovulatorio ¢ determinado principalmente pelo fotoperiodo.
Quando a percepgao de luz pelas aves € superior a 12 horas ocorre a estimulacdo dos

fotorreceptores hipotaldmicos que ativam seus neurdnios para secretar o horménio de



liberagdo de gonadotropina (GnRH). O GnRH ¢ entdo transportado para a hipofise, a
qual em reposta secreta o hormoénio foliculo estimulante (FSH), que atua aumentando o
tamanho dos foliculos e o hormodnio luteinizante (LH), que estimula a saida do oocito de
seu foliculo (JOHNSON, 2006).

O ovo inicia sua formagdo no ovario e vai se completando & medida que
caminha nos diferentes compartimentos do oviduto, sendo necessarias
aproximadamente 25 a 26 horas entre a liberacdo do oocito e a expulsdo do ovo
completo. O oviduto esquerdo ¢ um tubo convoluto dividido em cinco regides
anatomicamente distinguiveis: infundibulo, magno, istmo, utero e vagina. O infundibulo
consiste de um funil seguido por uma porcao tubular e tem a funcdo de captar o odcito e
servir de sede para a fecundagdo, nesta por¢cdo o ovo em formagao fica por volta de 18
minutos. No magno ocorre a formacao de 80% do albumen do ovo, neste segmento o
ovo permanece 3 horas. O istmo ¢ responsavel por formar as duas membranas do ovo
durante 90 minutos. No tutero ocorre a finalizagdo do albimen e a formagao da casca do
ovo, o tempo de permanéncia nesta por¢ao do oviduto pode variar entre 18 a 22 horas e
por ultimo a vagina, que serve de passagem do ovo para o meio externo (GURTLER et

al., 1984; JOHNSON, 2006; SESTI, 2003).

1.3. Isétopos estaveis

O termo is6topo vem do grego ISO (mesmo ou igual) e TOPOS (lugar),
referindo-se ao fato de que ocupam o mesmo lugar na tabela periddica. Os is6topos sdo
espécies atdmicas do mesmo elemento quimico (mesmo numero de protons), mas que
diferem em nimero de néutrons, apresentando diferentes massas.

A utilizacdo dos isotopos deve-se por estes terem caracteristicas quimicas
semelhantes, ou seja, mesma eletrosfera, e propriedades fisicas diferentes, por terem
nucleos diferentes. Essa condi¢do confere-lhes papel de tracadores naturais, pois
possibilita sua passagem pelas membranas celulares de plantas e animais (DUCATTI,
2013). Por serem estdveis, ou seja, ndo emitirem radiacdes, sdo totalmente seguros e
inofensivos para os humanos, animais ¢ o meio-ambiente (DUCATTI, 2013; GANNES;
DEL RIO; KOCH, 1998).



Os isOtopos podem ser explorados a partir de duas vertentes: substratos
enriquecidos artificialmente, expresso em atomos % e variacdo na abundancia natural
isotopica, denotada em partes por mil (per mil, %) (DUCATTI, 2013; GANNES; DEL
RIO; KOCH, 1998). Os compostos enriquecidos, assim como a abundancia isotdpica,
sdo aplicados a diversas areas da ciéncia, porém sua utilizacdo requer altos custos
(GANNES; DEL RIO; KOCH, 1998).

Os 1iso6topos estaveis do carbono (C), hidrogénio (H), oxigénio (O), nitrogénio
(N) e enxofre (S) ocorrem naturalmente na atmosfera, hidrosfera, litosfera e biosfera.
Cada elemento quimico apresenta um isétopo estavel leve, dominante: carbono-12 (**C),
hidrogénio-1 (‘H), oxigénio-16 (‘°0), nitrogénio-14 (*'N) e enxofre-32 (*’S) e um ou
dois isotopos pesados, menos abundantes: carbono-13 (°C), hidrogénio-2 (*H),
oxigénio-17 ('’0), oxigénio-18 (**0), nitrogénio-15 (°’N), enxofre-33 (*’S) e enxofre-34
(**S) (DUCATTIL, 2013).

A mensuracdo da relagdo entre os isotopos estaveis do mesmo elemento quimico
do carbono ¢ determinada através da espectrometria de massas, sob a forma de anélise
relativa, onde o enriquecimento relativo € expresso em delta (8). O resultado da razao
isotopica do produto (8) ¢ comparado a um padrdo internacional, sendo que para os

is6topos do carbono o padrao adotado € o Peedee Belemnite (PDB) (DUCATTI, 2013).

1.4. Plantas

De acordo com o ciclo fotossintético as plantas terrestres podem ser classificadas
em dois principais grupos: plantas Cs; e C4 onde o primeiro composto organico a ser
sintetizado € o acido carboxilico, com trés e quatro atomos de carbono, respectivamente.
Segundo Ehleringer et al. (1991) aproximadamente 85% de todas as espécies de plantas
utilizam a via Cs. Dentre as plantas deste grupo estdo a maioria das arvores e arbustos, a
soja, 0 arroz, o trigo, a cevada, as frutas, as hortalicas e o algodao, entre outros. O grupo
C4 engloba o milho, sorgo, cana-de-agucar, as forrageiras e outras gramineas tropicais
ou subtropicais.

As plantas com ciclo C4 discriminam menos 13COz ao longo da fotossintese e,
portanto, tem valores de '°C PDB maiores do que plantas Cs. No geral, as plantas Cs

apresentam 8'°C em torno de -28%o, embora haja uma variagdo entre -20%o a -35%o, € as



plantas C4 tém o 8"C por volta de -12% com variagio por volta de -9%o a -16%o
(DUCATTI, 2013; O’LEARY, 1988; RUNDEL; EHLERINGER; NAGY, 1989,
SMITH; EPSTEIN, 1971).

Para fins ilustrativos existe ainda a interpretacdo genérica de uma régua
isotdpica com escala em 0, onde o termo leve indica que a amostra analisada possui
menos isdtopo pesado em relagdo ao padrao internacional e o termo pesado sugere que a

amostra apresenta mais is6topo pesado em relagdo ao padrao.

valor negativo padrao valor positivo

I | | >
I I I > 0

mais leve 0%o mais pesado

A técnica dos is6topos estaveis tem sido muito utilizada nas areas de fisiologia
vegetal (EVANS, 2001; GLEIXNER et al., 1993), paleontologia (AMBROSE, 1990;
BOCHERENS; CERLING, 2002; COLTRAIN et al., 2004; FIZET; MARIOTTI, 1994;
FOGEL; HARE, 1988; HARE et al.,, 1991; KOHN; TUROSS;) e ecologia (FOX;
FISHER, 2001; LONCARIC et al., 2006; PETERSON; FRY, 1987) para tragar
processos biologicos, quimicos e fisicos.

Em situagdes onde ha duas fontes alimentares isotopicamente distintas
disponiveis para os animais, a analise isotopica dos tecidos dos mesmos pode fornecer
informacdes quantitativas sobre as contribuicdes relativas de cada fonte para a dieta
(HOBSON; CLARK, 1992), permitindo, por exemplo, comparar a participacao relativa
entre leguminosas e ndo leguminosas, ou entre organismos aquaticos e terrestres como
fontes de alimento para animais ou até mesmo a reconstrucdo das dietas através de

fosseis (DENIRO; EPSTEIN, 1978).

1.5. Isotopos estaveis em avicultura

Na avicultura de postura a autenticacdo dos diferentes sistemas de produgdo tem
sido validado a partir das assinaturas isotdpicas dos componentes dos ovos (CAPUANO
et al., 2013), conforme verificado por Van Ruth et al. (2012) que conseguiram
diferenciar ovos organicos de ovos de celeiros e ovos de galinhas soltas e Rogers (2009)
que distinguiu ovos de gaiolas e celeiros de ovos de galinhas soltas e criadas no sistema

organico.



As andlises isotopicas dos ovos e suas fragdes possibilitaram identificar e
rastrear 0os ovos postos por poedeiras que consumiram apenas racdo vegetal,
diferenciando-os de ovos provenientes de aves cuja alimentacdo continha produtos de
origem animal (DENADALI et al., 2005, 2011). Assim como possibilitou a detecgdo em
ovos de codornas e suas fragdes a inclusdo de até 1% de farinhas de origem animal na
dieta dessas aves (MORI et al., 2013) e de diferentes farinhas de origem animal na
alimentacdo de poedeiras comerciais pela analise do produto final (DENADAI et al.,
2008, 2009).

Nos tultimos 30 anos a técnica dos isotopos estdveis vem sendo aplicada em
diversas areas, como na medicina humana para mensurar a atividade da tripsina
pancredtica no intestino delgado por meio do teste do *C da expiracio. Este teste pode
ser baseado na varia¢do isotOpica natural de substratos ricos em proteinas como a
caseina, algas, ovo inteiro (gema + albumen), gema e albumen, ou enriquecidos
isotopicamente (WETZEL; FISCHER, 2005).

No entanto, além de estudos de caracterizacdo das cinéticas metabdlicas
(FISCHER; WETZEL, 2002), absor¢ao e metabolizagdo das proteinas (WETZEL,;
FISCHER, 2005), os is6topos estaveis também tém se mostrado muito promissores em
nutri¢do e fisiologia animal (CARRIJO; PEZZATO; DUCATTI, 2000; GANNES; DEL
RIO; KOCH, 1998; TIESZEN et al., 1983), em especial na area de avicultura, onde o
atrelamento destes conhecimentos ¢ aplicado em estudos de ovos marcados, origem

geografica das aves e certificacdo de sistemas de criacao.

1.6. Turnover

Os constituintes corporais se encontram em total estado dindmico, sendo
alterados constantemente nos tecidos do animal, processo denominado de turnover.
Todas as substancias do corpo, sejam elas metabdlitos organicos ou inorganicos, estao
sujeitas ao turnover, que pode ocorrer por meio de renovagdo tecidual resultante do
processo de sintese e degradacdo em tecidos adultos e/ou pelo proprio crescimento nos
tecidos em formacao (diluigao isotdpica).

O turnover de componentes corporais e Orgdos de animais podem ser

mensurados a partir de dietas com assinaturas isotdpicas contrastantes (GANNES; DEL



RIO; KOCH, 1998), baseado no conceito de que o animal ¢ o que ele come, ou seja, que
a assinatura isotopica do animal ¢ reflexo da composicdo isotdpica da sua dieta
(DENIRO; EPSTEIN, 1978). Neste sentido, estudos experimentais com galinhas
poedeiras foram conduzidos a fim de investigar as taxas de furnover do 8"°C do figado e
em ovos (gema + albumen) (CARRIJO; PEZZATO; DUCATTI, 2000) e do sangue e
ovos inteiros (gema + alblimen) e de seus componentes albimen e gema separadamente
(DENADALI et al., 2006), assim como no Embora as fezes e produtos de origem animal
como 0s ovos € o leite ndo sejam considerados tecidos, e por isto, ndo possuem
renovagao tecidual, o turnover nestes casos fornece indicativos da taxa de renovacao
dos nutrientes para a sua formacao (DENADALI et al., 2006; MARTINS, 2010), sem que
haja a necessidade de sacrificar os animais (HOBSON; CLARK, 1992).

Nos estudos com furnover a escolha do tecido animal a ser analisado deve ser
levada em consideracgdo, devido os tecidos apresentarem diferentes taxas de substituicdo
do carbono-13 provenientes da dieta. Tecidos metabolicamente mais ativos apresentam
taxas de turnover isotopico mais rapido, logo irdo indicar a dieta assimilada
recentemente, enquanto os tecidos menos ativos refletem a dieta consumida em médio a
longo prazo (HOBSON; CLARK, 1992; TIESZEN et al., 1983). A taxa de turnover do
BC de diferentes tecidos para codornas foram classificadas em figado > sangue >
musculo > colageno (HOBSON; CLARK, 1992) e semelhantemente para gerbil: figado
> gordura > musculo > cérebro > cabelo (TIESZEN et al., 1983).

De acordo com DeNiro e Epstein (1978) a distribuicdo dos is6topos de carbono
através dos varios tecidos do animal ndo ¢ uniforme, recomendando para pequenos
organismos a utilizagdo do animal inteiro para estimar o carbono da dieta.
Alternativamente, Tieszen et al. (1983) sugerem a utilizagdo de varios tecidos com taxa
de renovagdo e fracionamento isotdpico conhecido.

Apos a mudanga da dieta, a alteragdo da composicdo isotopica no tecido ou
corpo depende da velocidade com que esses constituintes sdo substituidos. A alta taxa
de turnover de tecidos moles pode obscurecer a importancia relativa de plantas C; e Cy4
presentes em dietas distintas que variam através do tempo (TIESZEN et al., 1983).

Ducatti et al. (2002), fundamentados em resultados da literatura, propuseram o
modelo teodrico capaz de exprimir os resultados do enriquecimento relativo do carbono

(813C) em fun¢do do tempo de alimentacdo, fornecendo a animais adultos dietas
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contrastantes em 8"°C, formuladas com grdos de plantas dos ciclos fotossintéticos Cs e
Cs.

Partindo do pressuposto que o metabolismo de determinado tecido animal
depende da taxa de entrada de compostos de carbono provenientes da dieta e da taxa de

substitui¢do dos compostos pré-existentes, os autores chegaram a seguinte equagao:

8C(t) =8"C () + [8"C (i) - 8 C(Dle™ (1)
Onde:
8"C(t) = enriquecimento isotopico do tecido em qualquer tempo (t). Adimensional.
8"C(f) = enriquecimento isotopico do tecido no patamar de equilibrio, ou condi¢io
final. Adimensional.
8"3C(i) = enriquecimento isotépico do tecido, na condi¢do inicial. Adimensional.
k = constante de troca (furnover) em unidades de tempo™ e

t = tempo (em dias) desde a substitui¢ao da ragao

1.7. Justificativas e objetivos

Os dados obtidos neste estudo servirdo de fundamentos para futuros
experimentos de rastreabilidade de subprodutos de origem animal utilizados na
composicao de dietas de galinhas poedeiras, através da analise dos ovos.

A taxa de turnover avaliard a velocidade que o is6topo do carbono-13 corporal
sera substituido e incorporado analisando sangue, plasma e ovos (gema e alblimen).

A substitui¢ao avaliard também o tempo minimo necessario para que haja a troca
total do carbono (99% dos atomos trocados).

O presente estudo tem por objetivo avaliar o turnover do carbono-13 pela
substitui¢do de dietas C4 por C; e C; por C4, em sangue e plasma de poedeiras
comerciais durante a fase de pré-postura e sangue, plasma e ovos ao longo da fase

inicial da postura utilizando a técnica de isétopos estaveis de carbono.

O Capitulo 2, denominado “Turnover isotopico do *C em sangue de galinhas
poedeiras na fase de pré-postura e fase inicial de postura” apresenta-se de acordo

com as normas para publica¢do na Pesquisa Agropecuaria Brasileira. O objetivo deste
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estudo foi avaliar o turnover do carbono-13 em sangue e plasma de poedeiras
comerciais na fase de pré-postura pela substituicdo de dietas C4 por C; e na fase inicial
de postura pela troca de dietas Cs por Cy4 utilizando a técnica de isotopos estaveis de

carbono.

O Capitulo 3, denominado “Variaciio isotopica do C em ovos de galinhas
poedeiras na fase inicial de postura” apresenta-se de acordo com as normas para
publicacdo na Pesquisa Agropecuaria Brasileira. O objetivo deste estudo foi avaliar o
turnover do carbono-13 pela substituicao de dietas C; por C4, em ovos inteiros (gema +
albumen) e suas fragdes de poedeiras comerciais durante a fase inicial da postura

utilizando a técnica de isotopos estaveis de carbono.
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Turnover isotopico do BC em sangue de poedeiras nas fases de pré-postura e

postura inicial

Resumo

Este estudo avaliou o turnover do carbono-13 em sangue e plasma de poedeiras
na fase de pré-postura e inicial da postura, pela substituicdo de dietas C4 por C; e Cs por
C4, utilizando a técnica de is6topos estaveis de carbono. Foram utilizadas 144 aves
divididas ao acaso em 2 tratamentos na pré-postura que receberam por 42 dias dietas a
base de quireta de arroz e farelo de soja, fosfato bicalcico ou farinha de carne e ossos
bovinos. Na fase inicial da postura, as aves dos dois tratamentos da fase de pré postura,
foram divididas em quatro tratamentos, consitituidos de dietas a base de milho moido e
farelo de soja, fosfato bicédlcico ou farinha de carne e ossos bovinos. Aos 1, 2, 3, 5, 7,
10, 14, 19, 25, 32 e 42 de cada fase foram coletados sangue e plasma de 6 aves por
tratamento. Os valores de meia-vida do sangue e plasma dos tratamentos ASFB e
ASFCO da pré-postura foram maiores (17;4 e 15;5 dias respectivamente) do que os
tratamentos ASFB-MSFB; ASFB-MSFCO; ASFCO-MSFB e¢ MSFCO-MSFCO da
postura inicial (meias-vidas de 11;10;11 e 9 para o sangue e 2;2;2 e 2 dias para o
plasma). Deste modo, pode-se concluir que houve diferenca da idade, mas nao houve

diferenga em relacgdo a dieta no turnover do sangue e plasma das aves.

Termos para indexacio: aves, carbono-13, diluicao isotopica, Gallus gallus, is6topos

estaveis, plasma



20

Isotopic turnover of 3C on blood of laying hens during the pre-laying and laying

period

Abstract

This study aimed to assess the turnover of carbon-13 on blood and plasma of
laying hens by replacing C4 by C; diets and C; by C4 diets during the pre-laying period
and initial laying period using the technique of stable carbon isotopes. We used 144
laying hens ramdomly divided into two treatments of which were fed by 42 days in the
pre-posture period with diets based on rice grits and soybean meal, containing dicalcium
phosphate or bovine meat and bone meal. On the beginning of laying period the diets
were changed and the poultry of the pre-laying period were divided into four treatments
whose diets contained ground corn, soybean meal and dicalcium phosphate; or ground
corn, soybean meal and bovine meat and bone meal. On days 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14, 19,
25, 32, and 42 of each period the blood and plasma from six birds per treatment were
randomly collected. The half-life of blood and plasma of ASFB and ASFCO from
pre-laying period were greater (17;4 and 15;5 days, respectively) than the treatments
from initial laying period: ASFB-MSFB; ASFB-MSFCO; ASFCO-MSFB ¢ MSFCO-
MSFCO (half-life of 11;10;11 and 9 for blood, and 2;2;2 and 2 days for plasma. We
concluded that the age of hens influenced the blood and plasma turnover whereas the

diets did not influenced them.

Index terms: carbon-13, Gallus gallus, isotopic dilution, plasma, poultry, stable

isotopes
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Introducio

A técnica dos isotopos estaveis baseia-se na premissa de que o animal € o que
ele consome, pois a assinatura isotopica do animal ¢ reflexo da composicao isotopica da
sua dieta (DeNiro & Epstein, 1978). Deste modo, dietas com assinaturas isotopicas
distintas podem ser utilizadas para mensurar o turnover de componentes corporais e
orgaos de animais (Gannes et al., 1998).

De acordo com Hobson (2011) o turnover isotopico determina o periodo de
integragdo no qual as dietas contribuem para a sintese de tecidos, constituido por efeitos
associados ao crescimento e catabolismo. Em estudos isotopicos utilizando aves em
cativeiros, este autor notou que as taxas de furmover dos tecidos de interesse
acompanharam as mudancas de dietas isotopicamente diferentes.

Materiais biologicos podem apresentar diferentes assinaturas isotopicas em
funcdo de processos fisico-quimicos aptos a criar fracionamento isotdpico. De acordo
com Reich et al. (2008) pode ainda ter influéncia de outros fatores especificos, como o
fracionamento metabdlico entre dieta-tecido, turnover catabdlico referente ao tipo de
tecido, tamanho e a taxa de crescimento do animal.

De acordo com Zuanon et al. (2006), a relagdo entre turnover e crescimento
mensurado pela sintese e degradagdo de proteina do tecido e/ou corporal pode ser
fornecida satisfatoriamente pela variagdo natural dos is6topos estaveis de carbono e/ou
nitrogénio, sendo os resultados observados semelhantes a outras metodologias que
utilizam is6topos radioativos ou enriquecidos.

Carrijo et al. (2000) em seu experimento de alimentagdo controlada, usando duas

dietas com valores de 8"°C distintos para investigar a taxa de furnover do carbono-13
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em ovos e figado de galinhas poedeiras, utilizaram aves de postura adultas para evitar as
possiveis influéncias do metabolismo de crescimento.

Em experimento semelhante Denadai et al. (2006) também avaliaram a
influéncia das dietas a base de plantas do ciclo fotossintético Cs e/ou C4 nas taxas de
turnover do carbono-13 da gema, albumen, ovo (gema + albumen) e sangue de galinhas
poedeiras no final da vida produtiva.

Compreendendo que o turnover pode ser influenciado pela idade do animal e
que os trabalhos de Carrijo et al. (2000) e Denadai et al. (2006) avaliaram o turnover de
tecidos de galinhas poedeiras no final da fase de postura, tornam-se necessarios novos
estudos utilizando dietas balanceadas nutricionalmente para investigar o turnover do
sangue e plasma de poedeiras na fase de pré-postura e no inicio da fase de postura.

Sendo assim, este estudo tem por objetivo avaliar o turnover do carbono-13 em
sangue ¢ plasma de poedeiras comerciais na fase de pré-postura pela substituicdo de
dietas C4 por Cs e na fase inicial de postura pela troca de dietas C; por C4 utilizando a

técnica de isotopos estaveis de carbono.

Material e Métodos
O experimento foi realizado na UNESP, Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - Campus de Botucatu/SP, no setor de
Avicultura da Fazenda Experimental Edgardia. Por estar em acordo com os Principios
Eticos na Experimentagdo Animal, o projeto experimental foi aprovado pela Comissio
de Etica no Uso de Animais (CEUA) desta Universidade e¢ recebeu o protocolo

experimental n°® 182/2012.
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Foram utilizadas 144 fémeas, da linhagem LOHMANN LSL, alojadas em 24
gaiolas metélicas, medindo 100 cm de comprimento, 40 cm de altura e 45 cm de
profundidade, dispostas em duas salas climatizadas. Cada gaiola era divida em dois
compartimentos de 50 cm, contendo trés aves por compartimento, € eram providas
individualmente de comedouros metalicos e bebedouros tipo niple. A alimentagdo e a
agua foram fornecidas a vontade.

O programa de luz adotado no inicio até¢ a segunda semana de experimento foi
de 13 horas de iluminacgao artificial, pois as aves vieram recendo esta quantidade de luz
da granja de origem. Quando as aves estavam com 18 semanas de idade foi aumentada
progressivamente mais uma hora de luz, atendendo as 14 horas recomendadas pelo
programa padrao de horas de luz do guia de manejo da linhagem LOHMANN LSL
(Lohmann do Brasil, 2011).

As aves obtidas com 16 semanas de idade no inicio do experimento estavam
recebendo dietas compostas predominantemente por graos de plantas do ciclo
fotossintético C4 (aproximadamente 70% de milho e 30% de farelo de soja), portanto
seus tecidos corporais apresentavam valores isotdpicos semelhantes ao destas dietas. No
periodo anterior ao experimento também houve a desvermifugagdo e imunizacao contra
Pneumovirose, Doenga de Newcastle, Bronquite Infecciosa, Gumboro, Escherichia coli,
Coriza, Micoplasmose, Bouba Aviaria, Encefalomielite Aviaria e Sindrome da Queda
de Postura ou EDS-76.

Os ingredientes utilizados no preparo das dietas experimentais tiveram seus
valores de proteina, célcio, fosforo, energia metabolizavel e aminoacidos estimados por
Rostagno et al. (2011). As dietas foram formuladas de modo a atender as exigéncias

nutricionais das aves estabelecidas pelo guia de manejo da linhagem LOHMANN LSL
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(Lohmann do Brasil, 2011) e balanceadas para que os teores fossem isoenergéticos,
1soprotéicos, isocalcicos, isofosforicos e isoaminoacidicos para metionina + cistina e
lisina (Tabela 1).

Para a fixagdo da porcentagem de inclusdo da farinha de carne e ossos bovinos
foi levado em consideragdo o atendimento das exigéncias na fase inicial de postura para
ndo houvesse desbalanceamento das dietas. Sendo que na fase de pré-postura foi
utilizada metade da quantidade de farinha de carne e ossos bovinos usada na fase inicial
da postura.

Considerou-se neste estudo a fase de pré-postura como o periodo experimental
de 42 dias, que teve inicio em 18 de dezembro de 2012 e término em 28 de janeiro de
2013. Nesta etapa as aves foram alojadadas em delineamento experimental inteiramente
casualizado, constituindo dois tratamentos de 72 aves, as quais receberam dietas de
plantas do ciclo fotossintético Cs; a base de quirera de arroz, farelo de soja e fosfato
bicalcico (ASFB) e quirera de arroz, farelo de soja e farinha de carne e ossos bovinos
(ASFCO).

Apo6s o periodo experimental descrito acima, as aves foram novamente
rearranjadas em delineamento experimental inteiramente casualizado e tiveram as dietas
Cs substituidas pelas dietas Cq4, subdivididas em quatro tratamentos em que o tratamento
da pré postura ASFB foi subdividido em milho, farelo de soja e fosfato bicalcico
(ASFB-MSFB) e milho farelo de soja e farinha de carne e ossos bovino (ASFB-
MSFCO), e o tratamento ASFCO foi subdividido em milho, farelo de soja e fosfato
bicalcico (ASFCO-MSFB) e milho, farelo de soja e farinha de carne e ossos (ASFCO-

MSFCO) da fase designada “inicial da postura”, porque abrangeu apenas 42 dias da fase
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da postura (29 de janeiro até 11 de margo de 2013). Cada tratamento foi composto por
36 aves alojadas em seis gaiolas com seis aves cada.

Foram amostrados aleatoriamente sangue e plasma de seis aves por tratamento,
aos 1,2,3,5,7,10, 14, 19, 25, 32 e 42 dias ap0s as trocas das dietas na pré-postura € no
inicio da postura. O niimero de coletas das amostras foi mais concentrado nos primeiros
dias de cada inicio dos tratamentos, devido a maior velocidade na dilui¢ao isotopica do
carbono no tecido durante essa fase (Hobson & Clark, 1992). Também foram coletadas
amostras das dietas experimentais e da farinha de carne e ossos bovinos, as quais foram
acondicionadas em sacos plasticos identificados e congeladas a -18°C.

A coleta de sangue foi realizada na veia braquial, da asa esquerda, com seringa,
agulha descartavel e anticoagulante heparina, sendo colhidos aproximadamente 2,5 mL
de sangue de cada ave, dos quais 1 mL foi acondicionado em microtubo plastico
identificado e o restante (1,5 mL) foi colocado em tubo de vidro e centrifugado a
5000 rpm por 5 min para a obtencdo do plasma, o qual foi pipetado e acondicionado em
microtubo plastico identificado. Posteriormente as amostras identificadas foram
congeladas a -18°C e armazenadas para posteriores analises isotopicas realizadas na
UNESP, Campus de Botucatu, no Centro de Isotopos Estaveis Ambientais do Instituto
de Biociéncias de Botucatu (CIE/IBB).

As amostras de sangue e plasma foram descongeladas e liofilizadas a vacuo
(Liotop® Model L108; Liobras, Sao Carlos, SP, Brazil) a -55°C e pressao de 50 uHg
por 48 horas. Depois de secas, foram colocadas em frascos de policarbonato individuais
com trés esferas de aco inoxidavel, que foram fechados e congelados em nitrogénio
liquido a -196°C, para serem moidas no moinho criogénico (Model Geno/Grinder 2010;

Spex SamplePrep LLC, Metuchen, NJ, EUA) em frequéncia de 700 rpm durante 2 min.
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As amostras das dietas e da farinha foram moidas semelhantemente ao sangue e o
plasma, porém para obtencao da granulometria ideal foram necessarias trés moagens de
5 min cada.

Posteriormente, massas de 70 a 90 pg para sangue e plasma e de 50 a 70 pg para
as dietas e a farinha de carne e ossos bovinos foram pesadas em cépsulas de estanho
através de balanca analitica de alta sensibilidade (Modelo MXS5; Mettler Toledo, Suica)
para as medidas das razdes isotopicas de *C/"*C.

As capsulas de estanho com as amostras foram introduzidas por meio de
amostrador automatico no analisador elementar (Flash 2000 Organic Elemental
Analyzer EA for IRMS; Thermo Fisher Scientific Inc., Bremen, Alemanha), no qual as
amostras sofreram individualmente o processo de combustdo para a obtengao de CO,.
Os gases formados foram separados em coluna cromatografica gasosa e analisados no
espectrometro de massas de razdes isotopicas (Delta V Advantage IRMS Model
Finnigan DELTA-V; Thermo Fisher Scientific Inc., Bremen, Alemanha).

Os resultados foram expressos em notacdo 8°C, em relagio ao padrio
PeedeeBelemnite (PDB), com erro de andlise da ordem de 0,2%o0 e calculado pela
equagao 1:

8" C amostra, padrio) = [(Ramostra/Rpadiao) — 1] x 10 (1)

Onde:
8"°C = enriquecimento relativo da razio °C/">C da amostra em relagio ao padrio PDB,
em partes per mil (%o). Adimensional.

R = razio isotopica (*C/*C) da amostra e do padrio. Adimensional.
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Para mensurar o turnover isotopico do carbono (diluigdo isotopica) em
determinado intervalo de tempo, foi empregada a funcao exponencial do tempo expressa
pela equagao 2 (Ducatti et al., 2002):
813C(t) = 8"C () + [6"C (i) - 8"C(f))e™ Q)

Onde:
8'"3C(t) = enriquecimento isotdpico do tecido em qualquer tempo (t). Adimensional.
8"3C(f) = enriquecimento isotopico do tecido no patamar de equilibrio, ou condi¢io
final. Adimensional.
dC() = enriquecimento isotopico do tecido, na condicdo inicial. Adimensional.

k = constante de troca (turnover). Expresso em dia™.
t = tempo (em dias) a partir da substituicao da dieta.

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

Para determinar o tempo de troca dos atomos de carbono e a porcentagem de
atomos de carbono trocados, foi utilizada a equacao 3:
t=-(1/k) In(1-F) 3)

Onde:

t = tempo de troca do carbono. Expresso em dias.
k = constante de troca (furnover) em unidades de tempo™.
F = frag¢do de atomos trocados, (F = 0,50, para meia vida e F = 0,99, para troca total).
Os dados obtidos pela analise isotopica foram analisados pelo programa

MINITAB®16 (2010).
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Resultados e Discussao

Os valores isotopicos médios das dietas experimentais derivadas de plantas Cs e
C,4 (Tabela 1) foram de 8"C = -27,76%o, -27,82%o, -17,39%0 ¢ -15,17%0 para as
seguintes dietas a base de quirera de arroz, farelo de soja e fosfato bicalcico (ASFB),
quirera de arroz, farelo de soja e farinha de carne e ossos bovinos (ASFCO), milho
moido, farelo de soja e fosfato bicalcico (MSFB) e milho moido, farelo de soja e farinha
de carne e ossos bovinos (MSFCO).

As dietas C; apresentaram diferenga isotdpica de apenas 0,06%o, pois estas,
assim como as dietas C,4, foram formuladas para serem isoenergéticas, isoprotéicas,
isocalcicos, isofosforicos e isoaminoacidicos. Contudo, entre as dietas C4 a variacao foi
mais acentuada, apontando na dieta de MSFCO um enriquecimento isotdpico de 2,22 %o,
atribuido a maior inclusdo e contribuicdo isotdpica da farinha de carne e ossos bovinos.
A avaliagdo isotopica deste ingrediente foi de 8"°C = -14,14%o, que refletiu segundo
Deniro & Epstein (1978) a composicao isotopica da alimentacdo dos animais que lhe
deram origem (bovinos a pasto C,4), para o carbono-13.

O sangue das aves no inicio do periodo da pré-postura comprovou que estas
consumiam anteriormente na granja de origem dietas derivadas predominantemente das
plantas C4, pois os valores isotopicos ajustados foram de b = -19,87%o0 € -19,68%0
para as aves que receberam ASFB e ASFCO, respectivamente. Ao longo do tempo estes
valores foram se alterando gradativamente, de modo que aos 42 dias de coleta, este
tecido apresentou valores isotdpicos ajustados tipicos das plantas Cs, 81°C =-28,10%0 ¢
-27,76%o para as aves que se alimentaram de ASFB e ASFCO (Figura 1).

As substitui¢des das dietas C; por C4 na fase da postura inicial foi acompanhada

pelo sangue, que no primeiro dia desta etapa apresentava valores ajustados de §'°C =
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-26,32%o, -25,80%0, -25,87%0 ¢ -25,61%0 e no fim de 8°C = -17,98%o, -20,53%o,
-18,02%0 e -20,49%o para as poedeiras que consumiram ASFB-MSFB, ASFB-MSFCO,

ASFCO-MSFB e ASFCO-MSFCO, respectivamente (Figura 2).

16- ASFB 16 ASFCO
-18- 184
813C=-28,10+8,23 004030 5130 =27.76 + 8,08 00480
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Figura 1. Curvas de turnover dos isotopos estaveis de carbono-13 em fungdo do tempo
de coleta no sangue das poedeiras na fase de pré-postura, alimentadas com dietas a base
de quirera de arroz e farelo de soja, contendo fosfato bicalcico (ASFB) ou farinha de

carne e 0ssos bovinos (ASFCO).

De acordo com as trajetorias das curvas de turnover dos tratamentos do sangue
das fases experimentais estudadas, constatou-se que este tecido ndo conseguiu atingir o
patamar de equilibrio isotdpico no ultimo dia de coleta, pois ndo existe tendéncia de
platd nas curvas ajustadas para este tecido (Figuras 1 e 2).

A fragdo de atomos trocados (F) até o 42° dia experimental (t) (equacao 3) foi de
82% dos atomos para as poedeiras que consumiram ASFB e 85% dos dtomos para as
aves que se alimentaram de ASFCO durante a pré-postura. Na postura inicial os valores
foram de 93%, 94%, 92% e 96% para os tratamentos ASFB-MSFB,

ASFB-MSFCO, ASFCO-MSFB e ASFCO-MSFCO, respectivamente.
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Figura 2. Curvas de turnover dos isotopos estaveis de carbono-13 em func¢do do tempo

de coleta no sangue das poedeiras no inicio da postura, alimentadas na pré-postura com

dietas a base de quirera de arroz e farelo de soja, contendo fosfato bicalcico (ASFB) ou

farinha de carne e ossos bovinos (ASFCO), alternando para dietas a base de milho

moido e farelo de soja, contendo fosfato bicalcico (MSFB) ou farinha de carne e ossos

bovinos (MSFCO).

O turnover do carbono-13 no sangue das aves foi mais lento na pré-postura

(tso, = 17 e 15 dias) quando comparado com poedeiras na postura inicial (tsgo, = 11, 10,
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11, e 9 dias), mostrando que houve diferenca na taxa de substituicdo dos carbonos do
sangue pelos da nova dieta.

Os valores de meia-vida e troca total dos atomos de carbono do sangue das aves
na postura inicial foram semelhantes aos obtidos por Denadai et al. (2006) em poedeiras
na fase final de postura. Nesta fase os valores de meia-vida e troca total (tgge;) dos
atomos foram de 11 e 74 dias quando houve a permuta da dieta predominantemente Cs
para C4 e de 9 e 64 dias quando a substituicdo da dieta foi de C4 para C;
respectivamente.

Acredita-se que ndo houve diferenca dos dados deste estudo aos achados da
literatura (Carrijo et al., 2000; Denadai et. al., 2006) porque com 16 semanas de idade as
aves no inicio da fase de pré-postura ja tinham passado pelo desenvolvimento corporeo
e estavam fisiologicamente na fase de amadurecimento do trato reprodutor feminino,
pois as poedeiras possuem um padrdo de crescimento multifasico, onde na 1* at¢ a 6*
semana hé o desenvolvimento dos 6rgaos do trato digestivo e do sistema imune, durante
a 6" até a 12* semana ocorre o crescimento rapido dos componentes estruturais
(musculos e 0ssos), nesta etapa 95% do esqueleto se desenvolve no final da 12* semana.
Por fim, da 12* até a 18" semana a proporc¢ao de crescimento e peso diminui e o trato
reprodutor amadurece e se prepara para a produgdo de ovos. O esqueleto completa seu
desenvolvimento na 13 semana (Kwakkel et al., 1997).

Porém, a diferenga no turnover entre a fase de pré-postura e postura inicial pode
ser atribuida as modifica¢des na fisiologia reprodutiva que requerem do organismo da
ave suportes enddcrinos especificos, maior aporte de nutrientes € um rico suprimento de
sangue para fornecer ao embrido os componentes necessarios para o seu

desenvolvimento (Froman et al., 2004; Johnson, 2006).
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Na postura o controle da ovulagdo e da formagdao do ovo ocorre por interagdo
neuro-hormonal, onde os hormdnios secretados pelos foliculos ovarianos em maturagao
coordenam varios efeitos fisioldgicos através de uma série de eventos metabodlicos. Os
estrogenos, hormonios sexuais femininos, estdo entre os principais hormdnios
produzidos, atuando na dilatagdo e vasculariza¢dao do oviduto, mobilizando gordura para
a sintese da gema e aumentando o metabolismo hepatico, além de mobilizarem o calcio
0sseo para a formagdo da casca do ovo e atuarem na dilatagao dos ossos pubicos e da
cloaca, necessaria para a oviposicao (Moreng & Avens, 1990; Proudman, 1994).

Tipicamente, a produ¢do de ovos inicia-se na fase de pré-postura, entre 18 a 20
semanas de idade, ap6és a fémea alcancar a maturidade sexual pela exposi¢do
subsequente a um fotoperiodo crescente. Entretanto, a forma como isto acontece nao ¢
efetiva, pois os ovos sdo postos esporadicamente, por isto ndo ocorre a mesma
influéncia no metabolismo das aves, como observado na fase inicial da postura. Além
disso, a formacao do ovo envolve o transporte pelo sangue ndo apenas de hormdnios das
glandulas endocrinas para as células alvo, mas também de grandes quantidades de
nutrientes do limen intestinal para o figado e demais tecidos para a sintese de
substancias como proteinas e lipidios (Moreng & Avens, 1990; Macari & Luquetti,
2002). Sendo assim, a ragdo da postura inicial destinada a suprir o aumento das
exigéncias nutricionais ao longo do periodo de produgdo de ovos deve ser rica em
energia, nutrientes ¢ conter 85% a mais de cdlcio do que a ragdo da pré-postura
(Lohmann do Brasil, 2011).

Quanto ao plasma, os valores isotopicos ajustados no inicio das coletas foram de
81C = -18,90%0 e -18,84%o para as aves que consumiram na pré-postura ASFB e

ASFCO, respectivamente. No ultimo dia de amostragem, esse tecido apresentava



33

valores de 8'"°C = -26,63%o para o tratamento de ASFB e 8'"°C = -27,19%o para ASFCO

(Figura 3).
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Figura 3. Curvas de turnover dos isdtopos estaveis de carbono-13 em funcdo do tempo
de coleta no plasma das poedeiras na fase de pré-postura, alimentadas com dietas a base

de quirera de arroz e farelo de soja, contendo fosfato bicalcico (ASFB) ou farinha de

carne e 0ssos bovinos (ASFCO).

As poedeiras dos grupos ASFB-MSFB, ASFB-MSFCO, ASFCO-MSFB e
ASFCO-MSFCO da postura inicial tiveram valores isotdpicos do plasma ajustados de
dhC = -26,79%o0, -27,00%0, -26,60%0 € -26,93%0. Com o passar dos dias os valores
proximos das plantas C; foram se modificando gradualmente, de modo que ao final da
fase de postura os valores isotopicos médios refletiram a assinatura isotdpica das plantas
C4, sendo de 8"C = -18,20%o, -20,32%0, -17,87%0 € -20,59%o para os tratamentos
citados acima (Figura 4).

As poedeiras da pré-postura que consumiram ASFB apresentaram para o plasma
meia-vida (tsoo;) de 4 dias e troca total dos atomos (toge,) de 22 dias, enquanto as aves

que receberam ASFCO tiveram meia-vida (tso,) de 5 dias e troca total (tgge,) de 30 dias.
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As meia-vidas (tse,) de todos os tratamentos do plasma na fase da postura inicial foram

de 2 dias, e as trocas totais dos atomos (tggy;) foram de 12, 11, 14 e 15 dias para os

tratamentos ASFB-MSFB, ASFB-MSFCO, ASFCO-MSFB e ASFCO-MSFCO,

respectivamente (Tabela 2).
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Figura 4. Curvas de turnover dos is6topos estaveis de carbono-13 em func¢do do tempo

de coleta no plasma das poedeiras no inicio da postura. alimentadas na pré-postura com

dietas a base de quirera de arroz e farelo de soja, contendo fosfato bicalcico (ASFB) ou

farinha de carne e ossos bovinos (ASFCO), alternando para dietas a base de milho

moido e farelo de soja, contendo fosfato bicalcico (MSFB) ou farinha de carne e ossos

bovinos (MSFCO).
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O plasma das aves da pré-postura e postura inicial tiveram as meia-vidas (tsgo)
semelhantes as encontradas por Hobson & Clark (1993), quando avaliaram o turnover
do carbono no plasma de corvos que tiveram a dieta C; substituida por Cy4, Estes autores
encontraram meia-vida de 3 dias e verificaram que o tempo experimental de 60 dias foi
satisfatorio para que houvesse a substitui¢do e incorporacdo da assinatura isotdpica da
nova dieta no plasma, pois assim como as galinhas poedeiras, com 42 dias de
experimento, este tecido de troca isotdpica rapida, ja tinha atingido o patamar de
equilibrio isotopico.

Os resultados de meia-vida (tse,) € troca total dos atomos de carbono-13 (tggo;)
do plasma também apontaram que as aves da postura inicial possuem o furnover mais
rapido do que as aves da pré-postura. A elucidagdo para isto fundamenta-se nos mesmos
esclarecimentos descritos anteriormente para o sangue, pois o plasma ¢ a fracao liquida
do sangue, com sais e proteinas dissolvidos (Macari & Luquetti, 2002).

Comparando os resultados isotopicos obtidos para o sangue e o plasma fica
evidente que o plasma teve o turnover mais acelerado tanto na fase de pré-postura como
na fase de postura inicial. Estas diferencas nas taxas de turnover entre o sangue € o
plasma deve-se a velocidade de troca dos componentes destes tecidos, visto que o
sangue total apresenta ritmo lento na taxa de turnover devido as células terem maior
longevidade do que os constituintes do plasma, por este motivo fornecem informagdes
de longo prazo, enquanto o plasma possui ritmo acelerado na taxa de turnover,
fornecendo informagdes de curto prazo (Pearson et al., 2003). Em termos de velocidade
na taxa de turnover o plasma pode ser equiparado até mesmo com o metabolicamente
ativo figado (Hobson & Clark, 1993) uma vez que as proteinas deste tecido sdo

sintetizadas principalmente neste 6rgao (Michalopoulos & DeFrances, 1997).
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No entanto, o sangue segundo Hobson & Clark (1992), por apresentar taxa de
turnover do carbono semelhante ao do musculo peitoral, que ¢ intermedidrio aos tecidos
de troca rapida como o figado e aos de troca lenta (Tieszen et al., 1983), como a
queratina, pode ser classificado como tecido de troca isotopica intermediaria. Neste
sentido, a taxa de turnover do carbono-13 de diferentes tecidos estabelecida por Hobson
& Clark (1992, 1993) em uma sequéncia decrescente de: plasma > sangue > fragdo
celular do sangue, atestou o conceito de que o turnover dos elementos realmente podem
variar entre os diferentes componentes do corpo (Kennedy & Krouse, 1990).

Em relacdo a utilizagdo da farinha de carne e ossos bovinos nas dietas
experimentais foi verificado que ndo houve influéncia deste ingrediente na taxa de
turnover nos tecidos analisados na fase de pré-postura e postura inicial, provavelmente
porque as dietas foram formuladas para suprirem igualmente as exigéncias das
poedeiras durante as respectivas fases.

As andlises isotopicas do sangue e plasma ao longo do periodo experimental
proporcionaram nova perspectiva para a interpretacdo da fisiologia animal,
comprovando o potencial da técnica dos isOtopos estaveis como ferramenta para

esclarecer as influéncias do metabolismo das aves nas diferentes fases de produgao.

Conclusao
De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que o turnovrer isotopico
do carbono-13 no sangue e plasma foi mais rapido nas poedeiras da fase inicial da
postura quando comparado com as aves da fase de pré-postura. O plasma teve o

turnover mais acelerado tanto na fase de pré-postura como na fase de postura inicial.
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No entanto ndo houve diferenca dentro da fase produtiva e em relagdo as dietas

experimentais no turnover do sangue e plasma na fase de pré e inicial de postura.
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Tabela 1. Composicao percentual dos ingredientes, niveis nutricionais calculados e

valor isotopico das dietas experimentais da fase de pré-postura e postura inicial.

Dietas experimentais'”

Ingredientes (%) Pré-postura Postura inicial
ASFB ASFCO MSFB MSFCO
Quirera de arroz 67,45 67,43 - -
Milho moido - - 57,36 62,59
Farelo de soja (45%) 25,95 22,67 29,64 22,37
Farinha de carne e 0ssos bovinos - 3,40 - 6,60
Calcario calcitico 3,60 3,15 8,34 7,48
Fosfato bicalcico 2,07 1,10 1,92 -
DL-Metionina 0,06 0,07 2,11 0,33
Sal comum 0,35 0,35 0,13 0,13
Suplemento vitaminico™ 0,10 0,10 0,35 0,35
Suplemento mineral® 0,05 0,05 0,10 0,10
Inerte (caulim) 0,37 1,68 0,05 0,05
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Niveis Nutricionais Calculados
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2800 2800 2800 2800
Proteina bruta (%) 17,50 17,50 18,00 18,00
Calcio (%) 2,00 2,00 3,70 3,70
Fosforo disponivel (%) 0,45 0,45 0,45 0,45
Fibra bruta (%) 1,71 1,54 2,56 2,27
Metionina (%) 0,37 0,37 0,40 0,40
Aminoacidos sulfurados (%) 0,66 0,65 0,70 0,68
Lisina (%) 0,92 0,90 0,96 0,91

8"C (%o) (Média+DP, n=6)

-27,76+0,24 -27,82+0,20

-17,39+0,43 -15,17+0,28

MASFB: quirera de arroz, farelo de soja e fosfato bicalcico; ASFCO: quirera de arroz, farelo de soja e farinha de
carne ¢ 0ssos bovinos; MSFB: milho moido, farelo de soja e fosfato bicalcico, MSFCO: milho moido, farelo de
soja e farinha de carne e ossos bovinos. ®Suplemento vitaminico: niveis minimos de garantia/kg de produto:
acido folico, 100mg; acido pantoténico, 6.000mg; BHT, 1.000mg; biotina, Smg; niacina, 20g; vitamina A,
7.000.000 UI; vitamina B1, 250mg; vitamina B12, 6.000mg; vitamina B2, 3.000mg/kg; vitamina B6, 150mg;
vitamina D3, 2.500.000 UI; E, 8,000mg; K3, 1.200mg. (3)Suplemento mineral: niveis minimos de garantia’kg de
produto: manganés, 50g; zinco, 40g; ferro, 30g; cobre, 6g; iodo 400mg; selénio, 180mg.
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Tabela 2. Valores isotopicos do 8"°C, expressos em %o, dos tecidos amostrados no

inicio e no fim dos periodos experimentais, a partir da substituicdo das dietas e os

valores calculados de meia-vida (fsoe)) € troca total dos atomos de carbono (t99e)),

em unidade de dias.

Sangue Plasma
Fase da )
Tratamentos'" 3c sBc
postura i ts0%)  t99w) i i tsow)  t9w)
Inicio fim Inicio Fim
Pré ASFB -19,87 -28,10 17 114 -18,90 -26,63 4 23
ré
ASFCO -19,68 -27,76 15 103 -18,84  -27,19 5 30
ASFB-MSFB -26,32  -17,98 11 71 -26,79  -18,20 2 12
Inici ASFB-MSFCO -25,80 -20,53 10 68 -27,00  -20,32 2 11
nicio
ASFCO-MSFB -25,87 -18,02 11 76 -26,60 -17,87 2 14
ASFCO-MSFCO -25,61 -20,49 9 59 -26,93  -20,59 2 15

(DASFB: quirera de arroz, farelo de soja e fosfato bicalcico; ASFCO: quirera de arroz, farelo
de soja e farinha de carne e ossos bovinos; MSFB: milho moido, farelo de soja e fosfato
bicalcico; MSFCO: milho moido, farelo de soja e farinha de carne e ossos bovinos.
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Variacao isotopica do 3C em ovos de galinhas poedeiras na fase inicial de postura

Resumo

Avaliou-se o turnover do carbono-13 pela substituicao de dietas Cs por C4, em
ovos inteiros e suas fracoes, utilizando a técnica de is6topos estaveis. Foram utilizadas
144 poedeiras que consumiram quirera de arroz e farelo de soja, e fosfato bicélcico ou
farinha de carne e ossos bovinos, para marcar isotopicamente seus tecidos. Na fase
inicial de postura, as aves foram distribuidas em quatro grupos que passaram a consumir
por 42 dias milho moido e farelo de soja, e fosfato bicélcico ou farinha de carne e ossos
bovinos. Aos 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14, 19, 25, 32 e 42 dias foram coletados aleatoriamente 12
ovos por tratamento para amostragem de ovo inteiro, albumen e gema. As meia-vidas
variaram de 3 a 4 dias para o ovo, de 2 a 3 dias para o albumen e de 6 dias para a gema
sendo condizentes com o processo fisiologico de sintese do ovo. O turnover do
carbono-13 foi mais rapido no albumen, seguido pelo ovo inteiro e gema. Conclui-se
que o turnover do ovo inteiro foi de 3 a 4 dias, da gema em torno de 6 dias e do

albimem de 2-3 dias, independentemente da fase produtiva da ave e da dieta.

Termos para indexacfo: albimen, carbono-13, diluicdo isotopica, gema, isotopos

estavelis, turnover
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Isotopic turnover of BC on eggs of laying hens during the laying period

Abstract

This study evaluated the carbon-13 turnover by replacing Cs by Cy4 diets, in whole eggs
and its fractions using the stable isotope technique. Were used 144 laying hens fed by
42 days at the pre-experimental period diets based on rice grits and soybean meal
containing dicalcium phosphate or bovine meat and bone meal to mark their tissues
isotopically. In the laying period the hens were redistributed into four groups that
consumed by 42 days diets based on ground corn and soybean meal cointaining
dicalcium phosphate or bovine meat and bone meal. On days 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14, 19, 25,
32, and 42, twelve eggs were randomly collected by treatment for sampling of whole
egg, albumen and yolk. The half-lifes ranged between 3 to 4 days for eggs, 2 to 3 days
for albumen, and 6 days for yolk. The results obtained were consistent with the process
of egg formation. The turnover of carbon-13 was faster in albumen, followed by whole
egg and yolk. We concluded that the turnover of whole egg (3 to 4 days), yolk (6 days),

and albumen (2 to 3 days) were not impacted by the production period or the diets used.

Index terms: albumen, carbon-13, Gallus gallus, isotopic dilution, stable isotope, yolk
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Introducio

O ovo por ser alimento altamente consumido no mundo, também esta
relacionado a crescente preocupagdo com as questoes de seguranca alimentar, que ¢
resultante da crescente globalizacdo da cadeia alimentar, combinada com os recentes
surtos de doengas transmitidas por alimentos (Thompson et al., 2005), como os casos de
contaminagdo da carne de frango por dioxinas, surtos de febre aftosa, encefalopatia
espongiforme bovina (EEB) ou doenca-da-vaca-louca, alimentos geneticamente
modificados, com residuos quimicos, pesticidas e hormonios (Morris & Young, 2000;
Northen, 2001; Bailey et al., 2002; Opara, 2003).

Nesse contexto, ¢ indispensdvel a busca por ferramentas como o0s isOtopos
estaveis que proporcionam a rastreabilidade e autenticidade dos ovos, possibilitando a
certificagdo de origem por agéncias governamentais reguladoras (Rock et al., 2013). No
entanto, para isto sdo essenciais estudos experimentais de furnover isotdpico dos
constituintes corporais, para avaliar o impacto da troca das dietas em sistemas de
producao de ovos sobre a composicao isotdpica destes (Rock, 2012).

O turnover pode ser entendido como a taxa que cada iso6topo € incorporado e
eliminado de um compartimento bioldgico sob a condi¢do de equilibrio (Kennedy &
Krouse, 1990). O periodo em que a assinatura isotdpica da dieta serd refletida no tecido
dependera, em parte, da taxa de turnover do tecido, se este for rapido a dieta refletida
sera a recente, agora se for lento indicard a dieta consumida de médio a longo prazo
(Hobson & Clark, 1992).

Estudos experimentais de turnover do carbono-13 em ovos de galinhas poedeiras
foram realizados por Carrijo et al. (2000) e Denadai et al. (2006), que investigaram a

taxa de turnover em sangue, ovo inteiro, gema e albumen de poedeiras. Em ambos
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estudos foram utilizadas aves no final da vida produtiva com 82 e 120 semanas de
idade, respectivamente, e com as dietas experimentais simplificadas e isentas de
subprodutos de origem animal.

Carrijo et al. (2000) recomendaram a utilizagdo de ovos para estudos futuros que
tivessem como objetivo investigar o turnover do carbono-13 em poedeiras, devido este
possuir taxa de substituicdo do carbono semelhante a do figado, tecido de troca rapida, e
fornecer informacodes da dieta das aves sem a necessidade de sacrifica-las.

Embora as fezes e produtos de origem animal como os ovos e o leite ndo serem
considerados tecidos e portanto ndo possuem renovacgdo tecidual, o furnover nesses
casos fornece indicativos da taxa de renovacdo dos nutrientes para a sua formagado
(Denadai et al., 2006). Sendo assim, o presente estudo tem por objetivo avaliar o
turnover do carbono-13 pela substituicao de dietas C; por C4, em ovos inteiros (gema +
albiimen) e suas fragdes, de poedeiras comerciais durante a fase inicial da postura

utilizando a técnica de isotopos estaveis de carbono.

Material e Métodos

O experimento foi realizado na UNESP, Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - Campus de Botucatu/SP, no setor de
Avicultura da Fazenda Experimental Edgardia. Foi gerado pela Comissio de Etica no
Uso de Animais (CEUA) desta Universidade o protocolo n° 182/2012, aprovando o
experimento por estar de acordo com os principios éticos na experimentagao animal.

Foram utilizadas 144 fémeas da linhagem LOHMANN LSL com 22 semanas de
idade, no inicio do periodo experimental designado“fase inicial de postura”, visto que

foi avaliado apenas a fase inicial de producdao de ovos. As aves foram alojadas em 24
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gaiolas metélicas, medindo 100 cm de comprimento, 40 cm de altura e 45 cm de
profundidade, que ocupavam duas salas. As gaiolas eram divididas em dois
compartimentos de 50 cm que alojavam trés aves cada e eram providas individualmente
de comedouros metalicos e bebedouros tipo niple. A alimentagdo e agua foram
fornecidas a vontade.

Foi utilizado o programa de 14 horas de luz artificial e 10 horas de escuro, sendo
este necessario para o descanso das aves. Para o estabelecimento de zona de conforto
térmico, a temperatura e a ventilagdo foram controladas por meio de ar condicionado e
exaustores, sendo mantida entre 22 e 24°C.

As aves foram adquiridas com 16 semanas de idade e recebiam dietas compostas
predominantemente por graos de plantas do ciclo fotossintético C4, No momento do
alojamento as aves foram divididas em dois grupos de 72 aves cada (fase pré-
experimental), que receberam dietas a base de plantas Cs: quirera de arroz e farelo de
soja, contendo fosfato bicalcico (ASFB) ou farinha de carne e ossos bovinos (ASFCO),
a fim de marcar isotopicamente os tecidos das aves com valor isotdpico distinto das
dietas experimentais.

O periodo experimental compreendeu 42 dias (de 29 de janeiro até 11 de margo
de 2013). As aves foram distribuidas em delineamento experimental inteiramente
casualizado, com quatro tratamentos contendo seis repeticdes de seis aves cada. As aves
do periodo pré experimental que recebiam dieta contendo quirera de arroz, farelo de
soja e fostato bicélcico, foram divididas em dois tratamentos na fase experimental, com
milho moido e farelo de soja, contendo fostato bicalcico (ASFB-MSFB) ou farinha de
carne ¢ 0ssos bovinos (ASFB-MSFCO). Os animais que consumiam dieta a base de

quirera de arroz, farelo de soja e farinha de carne e ossos bovinos na fase pré-
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experimental, foram divididos em dois tratamentos, passando para dietas a base milho
moido e farelo de soja, com inclusdo de fostato bicalcico (ASFCO-MSFB) ou farinha de
carne a 0ssos bovinos (ASFCO-MSFCO) na fase experimental.

Os ingredientes utilizados no preparo das dietas experimentais tiveram seus
teores de proteina, calcio, fosforo, energia metabolizavel e aminoécidos, estimados por
Rostagno et al. (2011) e as dietas foram formuladas de modo a atender as exigéncias
nutricionais das aves, estabelecidas pelo guia de manejo da linhagem LOHMANN LSL
(Lohmann do Brasil, 2011) e balanceadas para que fossem isoenergéticas, isoprotéicas,
isocalcicas, isofosforicas e isoaminoacidicas para metionina + cistina e lisina (Tabela 1).

Para a fixagdo da porcentagem de inclusdo da farinha de carne e ossos bovinos
foi levado em consideragdo o atendimento das exigéncias na fase inicial de postura para
nao houvesse desbalanceamento das dietas.

Foram tomados aleatoriamente 12 ovos por tratamento, para a coleta das
amostras de gema, albimen e ovo (gema + albimen) nos dias 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14, 19,
25, 32 e 42 apds a troca das dietas. Seis ovos foram utilizados para a amostragem de
gema e albumen separadamente e os outros seis homogeneizados em liquidificador para
amostragem de ovo (gema + albumen). As amostras foram colocadas em tubos plasticos
identificados e congeladas a -18°C para armazenagem. Também foram coletadas
amostras das ragdes experimentais e da farinha de carne e ossos bovinos, que foram
identificadas, congeladas a -18°C e armazenadas para a futura obtencdo dos valores
isotopicos.

O nimero de coletas das amostras foi concentrado nos primeiros dias de coleta
devido a maior velocidade na dilui¢do isotopica do carbono no tecido durante essa fase

(Hobson & Clark, 1992).
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Para realizacdo das andlises isotopicas no Centro de Isotopos Estaveis
Ambientais do Instituto de Biociéncias de Botucatu (CIE/IBB), da UNESP, Campus de
Botucatu, todas as amostras foram retiradas do freezer e liofilizadas a vacuo (Liotop®
Modelo L108; Liobras, Sao Carlos, SP, Brazil) a -55°C e pressdao de 50 pHg por
48 horas.

Apo6s serem desidratadas, as amostras de ovo (gema + albumen) e gema foram
acondicionadas individualmente em papel filtro indentificado e desengorduradas no
Soxhlet (Modelo MA491; Marconi, Piracicaba, SP, Brasil). Neste aparelho as amostras
foram imersas em éter etilico por 4 horas sob temperatura de 55 a 65°C e suspensas por
1 hora para lavagem final com o éter evaporado. Apds isto, foram mantidas por 1 hora
em estufa de ventilagcdo forcada (Modelo MAO35; Marconi, Piracicaba, SP, Brasil) para
uma completa volatilizagdo do éter remanescente. A extracdo lipidica foi necessaria
porque os lipidios sio empobrecidos em "*C (Ehrich et al., 2011).

A prdéxima etapa constituiu-se da moagem e homogeneizagdo das amostras por
meio de moinho criogénico (Modelo Geno/Grinder 2010; Spex Sample Prep LLC,
Metuchen, NJ, EUA) a -196°C. Para isto, estas foram acondicionadas individualmente
em frascos de policarbonato, juntamente com trés esferas de aco inoxidavel, os frascos
foram fechados e congelados por 1 min em nitrogénio liquido. Apo6s o congelamento, os
frascos foram encaminhados ao aparelho de moagem, que ao oscilar em movimentos
para cima e para baixo em frequéncia de 700 rpm foi responsavel por impactar as
esferas e a amostra, culminando assim em amostras uniformes e com granulometria fina
(um). O tempo estimado de moagem foi de 3 min para o ovo inteiro (gema + albumen) e
suas fragOes. As racdes e a farinha de carne e ossos bovinos foram submetidas da

mesma forma ao congelamento ¢ moagem em moinho criogénico, contudo, para
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obtencdo da granulometria ideal, estes processos foram repetidos trés vezes durante 5
min cada moagem.

Depois de moidas, todas as amostras foram pesadas em balanga analitica de alta
sensibilidade (Modelo MX5; Mettler Toledo, Suica) utilizando a massa de 50 a 70 ug e
acondicionadas em cépsulas de estanho.

Para a determinacdo da composicao isotopica das amostras as capsulas foram
introduzidas por meio de amostrador automatico no analisador elementar (Flash 2000
Organic Elemental Analyzer EA for IRMS; Thermo Fisher Scientific Inc., Bremen,
Alemanha), no qual as amostras foram queimadas para a formacdo de CO,. Os gases
formados foram separados em coluna cromatografica gasosa e analisados no
espectrometro de massas de razdes isotopicas (Delta V Advantage IRMS Model
Finnigan DELTA-V; Thermo Fisher Scientific Inc., Bremen, Alemanha).

Os resultados foram expressos em nota¢do 8°C, em relagio ao padrio
PeedeeBelemnite (PDB), com erro de andlise da ordem de 0,2%o e calculado pela
equagdo 1:

8" Camostra, padiao) = [(Ramostra/Rpadiao)— 11 X 10° (1)

Onde:
8"°C = enriquecimento relativo da razdo *C/'*C da amostra em relagio ao padrio PDB,
em partes per mil (%o). Adimensional.

R = razio isotopica ('*C/*C) da amostra e do padrio. Adimensional.

Para mensurar o turnover isotoépico do carbono (dilui¢do isotdpica) em
determinado intervalo de tempo, foi empregada a fun¢do exponencial do tempo expressa
pela equacdo 2, (Ducatti et al., 2002) ou o modelo sigmoidal de regressao de Boltzman

segundo a equagdo 3, atribuindo-se a terminologia isotopica:
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813C(t) = 8"C () + [6"C (i) - 8"C())e™ 2)
Onde:
8"3C(t) = enriquecimento isotdpico do tecido em qualquer tempo (t). Adimensional.
8"3C(f) = enriquecimento isotopico do tecido no patamar de equilibrio, ou condigo
final. Adimensional.
d1C() = enriquecimento isotopico do tecido, na condicdo inicial. Adimensional.
k = constante de troca (turnover). Expresso em dia™.

t = tempo (em dias) a partir da substituicao da dieta.

13 ~p1y_ 13
613C(t) — 813C(f) + o C(l)(téxof(f) (3)

1+e dx

Onde:
8"C (t): enriquecimento isotdpico do tecido em qualquer tempo (t). Adimensional.
8'"C (f): enriquecimento isotopico do tecido no patamar de equilibrio, ou condigdo final.
Adimensional.
8"C (i): enriquecimento isotdpico do tecido, na condigdo inicial. Adimensional.
Yo : ponto de inflexdo da sigmdide. Representa a meia vida do carbono. Expresso em
dias.
dx: constante de tempo. Expresso em dias.
t: tempo experimental. Expresso em dias.

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

Para determinar o tempo de troca dos dtomos de carbono e a porcentagem de

atomos de carbono trocados, foi utilizada a equacgao 4:
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t=-(1/k) In(1-F) 4)
Onde:

t = tempo de troca do carbono. Expresso em dias.

k = constante de troca (furnover) em unidades de tempo™.

F = fracdo de atomos trocados, (F = 0,50, para meia vida e F = 0,99, para troca total).
Para calcular o fracionamento isotopico, que pode ser resumido como um

enriquecimento ou deplecionamento do isotopo, entre o & do tecido e da dieta, foi

empregada a equagdo 5:
A= dtecido - d dieta (5)

Os dados obtidos pela andlise isotopica foram analisados pelo programa

MINITAB®16 (2010).

Resultados e Discussiao

As analises 1sotopicas das dietas experimentais (Tabela 1) mostraram que houve
enriquecimento de 2,22%o da dieta de milho moido, farelo de soja e farinha de carne e
0ssos bovinos (MSFCO) com valor de 8"°C = -15,17%o comparada a dieta de milho
moido, farelo de soja e fosfato bicalcico (MSFB) com valor de 8"°C = -17,39%o. Isto
pode ser justificado pela influéncia do valor isotopico de §'°C = -14,14%o da farinha de
carne ¢ 0ssos bovinos, a qual ¢ reflexo direto da dieta consumida pelos animais que lhe
deram origem (bovinos criados em pasto C4, em condicdes brasileiras), acrescido de
+2,0%o para o carbono-13 (DeNiro & Epstein, 1978).

Os valores isotopicos ajustados do primeiro dia de coleta do ovo inteiro (gema +
albumen) das poedeiras que se alimentaram de quirera de arroz, farelo de soja e fosfato

bicalcico (ASFB) foram de §'°C = -27,05%0 e 8'°C = -26,73%o ¢ passaram a apresentar
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valores de 8'"°C = -18,83%o e 8'°C = -20,18%o, para MSFB e MSFCO, respectivamente.
Para as aves que receberam quirera de arroz, farelo de soja e farinha de carne e ossos
bovinos (ASFCO) e depois MSFB e MSFCO os valores ajustados foram de
8"°C = -25,86%0 € 8"°C = -26,31%o no inicio e de §"°C = -17,96%o ¢ §"°C = -19,97%o no
fim (Figura 1).

As razdes isotopicas ajustadas do albumen durante a fase inicial da postura
foram de 8“°C = -26,75%0, -26,45%0, -26,23%0 € -25,96%0 e passaram para
dhC = -18,36%0, -19,58%0, -18,39%0 e -19,89%0 para os animais que consumiram
ASFB-MSFB, ASFB-MSFCO, ASFCO-MSFB e ASFCO-MSFCO, respectivamente
(Figura 2).

Para a gema os valores isotopicos iniciais ajustados foram de 8"°C = -27,40%o,
-27,20%0, -28,05%0 e -27,04%0. Na ultima amostragem estes valores passaram para
dhC = -18,72%o, -20,77%o, -19,07%0 e -20,61%0 para os animais que receberam
ASFB-MSFB, ASFB-MSFCO, ASFCO-MSFB e ASFCO-MSFCO, respectivamente

(Figura 3).
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Figura 1. Curvas de turnover dos isotopos estaveis de carbono-13 em fungdo do tempo
de coleta no ovo das poedeiras no inicio da postura, alimentadas no periodo pré-
experimental com dietas a base de quirera de arroz e farelo de soja, contendo fosfato
bicalcico (ASFB) ou farinha de carne e ossos bovinos (ASFCO), alternadas para dietas
a base de milho moido e farelo de soja, contendo fosfato bicalcico (MSFB) ou farinha

de carne e ossos bovinos (MSFCO) no periodo experimental.
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Figura 2. Curvas de turnover dos is6topos estaveis de carbono-13 em funcdo do tempo

de coleta no albimen dos ovos das poedeiras no inicio da postura, alimentadas no

periodo pré-experimental com dietas a base de quirera de arroz e farelo de soja,

contendo fosfato bicalcico (ASFB) ou farinha de carne e ossos bovinos (ASFCO),

alternadas para dietas a base de milho moido e farelo de soja, contendo fosfato bicélcico

(MSFB) ou farinha de carne e ossos bovinos (MSFCO) no periodo experimental.
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Figura 3. Curvas de turnover dos isotopos estaveis de carbono-13 em fungdo do tempo

de coleta na gema dos ovos das poedeiras no inicio da postura, alimentadas no periodo

pré-experimental com dietas a base de quirera de arroz e farelo de soja, contendo fosfato

bicalcico (ASFB) ou farinha de carne e ossos bovinos (ASFCO), alternadas para dietas

a base de milho moido e farelo de soja, contendo fosfato bicalcico (MSFB) ou farinha

de carne e ossos bovinos (MSFCO) no periodo experimental.

As dilui¢des isotopicas do 8"°C ao longo do periodo experimental (Figuras 1, 2 e

3) mostraram que tanto no ovo inteiro quanto em suas fracoes, o tempo experimental de

42 foi satisfatério para que ocorresse a total substitui¢do e incorporacao dos carbonos-
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13 oriundos da nova alimentacdo. Também pode ser notado que os valores iniciais
proximos das dietas C; anteriormente consumidas foram modificados gradativamente
com o passar dos dias até se tornarem, no final semelhantes aos das dietas com planta
Cy.

O tempo de troca de 50% dos atomos de carbono (meia-vida) para o ovo inteiro
foi de 4; 3; 3 e 4 dias e a troca total (toge,) de 25; 22; 22 e 27 dias, para os tratamentos
ASFB-MSFB, ASFB-MSFCO, ASFCO-MSFB e ASFCO-MSFCO, respectivamente
(Tabela 2). Estes resultados estdo de acordo com Denadai et al. (2006) que obtiveram a
meia-vida de 4 dias e 27 dias para substituicao de 99% dos carbonos dos ovos das aves
que consumiram dietas C; ¢ C4 com porcentagem proximas as das plantas utilizadas
neste experimento. A meia-vida (tsoo,) de 4 dias e a troca total dos d&tomos (toge,) de 26
dias encontradas por Carrijo et al. (2000) no ovo de poedeiras que tiveram a dieta Cs
trocada pela dieta C4 também foram parecidas com as verificadas deste estudo.

Os valores de meia-vida (tso,) de 2; 3; 3 e 2 dias e troca total dos atomos (tggo;)
de 15; 18; 17 e 13 dias foram obtidos para o albimen das poedeiras que consumiram
ASFB-MSFB, ASFB-MSFCO, ASFCO-MSFB e ASFCO-MSFCO, respectivamente
(Tabela 2). Denadai et al. (2006) também verificaram para o albimen meia-vida de 3
dias e a troca de 99% dos atomos de carbono de 22 dias quando houve a alteracdo de
dieta composta de 67% Cs+ 33% C,4 para outra com 67% Cs+ 33% Cs.

Para mensurar o turnover isotopico do carbono da gema no periodo experimental
foi utilizado o modelo sigmoidal de regressao de Boltzman. Segundo esta equacdo a
meia-vida (tsoo,) foi de 6 dias para todos os tratamentos e levaram 38; 38; 42 e 42 dias
para a troca total (toge,) dos atomos dos respectivos tratamentos ASFB-MSFB,

ASFB-MSFCO, ASFCO-MSFB e ASFCO-MSFCO (Tabela 2). Estes resultados
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concordam com os obtidos por Denadai et al. (2006), que encontraram 5 dias para a
meia-vida e 34 dias para troca total quando houve a mudanga de dieta C; para Cs.

Os resultados obtidos neste estudo foram condizentes com o processo fisiologico
de sintese de todas as fracdes do ovo. A gema comeca sua formacao logo apos a eclosao
da ave e termina aproximadamente oito dias antes da ovulagdo, sendo que neste periodo
final ocorre a maior fase do crescimento, com o peso da gema passando de 200 mg para
cerca de 17g (Cotta, 1997). Foi confirmado através do tunover do carbono-13 que os
valores isotopicos das gemas dos ovos coletados no inicio do experimento realmente
sdao indicativos da dieta consumida anteriormente, quando a gema comegou a ser
formada, uma vez que os valores isotdpicos permaneceram semelhantes até o quinto dia
apos a troca da dieta C; para C4, explicando deste modo, a necessidade de empregar o
modelo de Boltzman para esta fragao do ovo.

O turnover da gema também confirmou que a contribuicdo isotopica da nova
dieta ocorreu a partir do sétimo dia, sendo proporcional a massa adicional da gema
formada (Hobson, 1995) e que morfologicamente esta gema recém-formada ¢
depositada em camadas concéntricas no sentido de fora (regido proxima ao albumen)
para dentro (centro da gema), como pode ser observado na Figura 4, que ilustra de
modo pratico e visual o furnover isotoépico do carbono-13 em fungdo do tempo de coleta
pela troca de dietas a base de quirera de arroz (Cs) pelo milho moido moido (Cs) rico em
xantofilas, que ¢ um pigmento natural dos carotenos presente neste e outros alimentos

(Garcia et al., 2002).
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Figura 4. Representagdo visual do turnover isotopico do carbono-13 na gema do ovo de
galinha coletado e cozido nos dias 0, 7, 10 e 14 ap6s a troca da dieta C; para Cy4, com 0s

valores isotopicos médios.

Através do turnover isotopico do carbono-13 foi verificado que entre as fragdes
do ovo, a maior velocidade de troca e incorporagdo dos 4&tomos da nova dieta ocorreu no
albumen, pois fisiologicamente sua sintese ¢ mais rapida que a dos outros componentes
do ovo, visto que ¢ formado no magno em aproximadamente trés horas, a partir de
aminoacidos retirados diretamente do plasma sanguineo (Hobson, 1995). Deste modo,
entende-se que héa intima relagdo entre as meia-vida do albimen e do plasma. Esta
relagdo pode ser comprovada pela comparagdo da meia-vida do plasma das poedeiras
dos tratamentos ASFB-MSFB, ASFB-MSFCO, ASFCO-MSFB e¢ ASFCO-MSFCO
(CAPITULO 2), que foi de 2 dias para todos os tratamentos e as meias-vidas de 2; 3; 3 e

2 para o albiimen dos respectivos tratamentos.
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A taxa de turnover da gema, ou seja, a velocidade com que a nova dieta passou a
ser refletida, foi mais lento do que do albimen e do ovo inteiro. Em ovos as variagdes
do 8"C foram descristas por Rogers (2009) que estudou os componentes dos ovos de
poedeiras de diferentes regimes de producao e por Sakamoto et al. (2002) que notaram
que os valores de 8"°C da membrana do ovo diferia do albimen e da gema. Estas
diferengas no turnover isotdpico do mesmo elemento quimico sdo naturais € ocorrem
pelas variagdes nos valores do 813C entre os diversos tecidos do mesmo animal,
inclusive entre as fragdes bioquimicas do mesmo tecido, podendo chegar em até 3%o em
relacdo a sua dieta (DeNiro & Epstein, 1978). De acordo com Kennedy & Krouse
(1990) as diferencas isotopicas entre as fragdes do ovo podem ser atribuidas aos
constituintes organicos da gema e do albiimen (proteinas, lipideos e carboidratos) e a
composi¢do inorganica da casca do ovo.

Quanto ao ovo inteiro, seu furnover foi intermedidrio a outras fracdes do ovo,
pois este € resultado das somas das contribuicdes isotopicas do albumen e da gema
(Denadai et al., 2006).

Em estudos isotopicos deve ser considerada a possivel interferéncia da remogao
dos lipidios nos resultados do ovo inteiro e da gema, porque os lipideos sdo
empobrecidos em B¢ (Tieszen et al., 1983; Ehrich et al., 2011) e como demonstrado
por Hobson (1995), ao comparar os valores de 8°C da gema com e sem lipideos
extraidos, o teor de lipidios influenciou os valores de isdtopos estaveis de carbono.

Embora existam controvérsias sobre a extragdo dos lipideos da gema e do ovo
inteiro, visto que o ndo desengorduramento fornecera valores de 8'°C mais negativos
que a dieta fornecida, o turnover do ovo segundo Carrijo et al. (2000) também pode ser

utilizado para estimar o turnover do figado de poedeiras, por terem a velocidade de



63

troca dos carbonos semelhantes, extinguindo assim a necessidade de sacrificar as aves
durante as sucessivas coletas, além de possibilitar a avaliacdo do metabolismo das aves
por elucidar resultados fisioldgicos, esclarecer alteragdes na composicao das dietas
isotopicamente distintas e assim rastrear subprodutos de origem animal utilizados na
composi¢ao de dietas, possibilitando também a certificacao dos sistemas de criagao.

Foi calculado o fracionamento isotopico (Tabela 3) para o ovo inteiro, que foi de
A tecido - 5 dieta) = -1,44%0, -5,01%0, -0,57%0 € -4,80%o0, para o albumen esses valores
foram de As tecido - § dicta) = -0,97%o0, -4,41%o, -1,00%0 € -4,72%o € na gema obteve valores
de A tecido - & dietay = -1,33%0, -5,60%0, -1,68%0 € -5,44%o para os tratamentos ASFB-
MSFB, ASFB-MSFCO, ASFCO-MSFB e ASFCO-MSFCO, respectivamente.

Estes resultados mostraram que o ovo inteiro e suas fracdes das poedeiras que
receberam MSFB apresentavam no final do periodo experimetal valores isotopicos
proximos aos da dieta consumida, passando a possuir assinatura isotopica da nova dieta,
isto porque o fator de fracionamento foi baixo. Por outro lado, as aves que consumiram
a dieta MSFCO tiveram maior fracionamento isotopico entre as fracdes do ovo e a dieta.
A diferenga no fator de fracionamento atribuida a contribuicdo isotopica da farinha de

carne ¢ 0ssos bovinos nao interferiu no turnover do carbono-13 no ovo e suas fracoes.

Conclusao
De acordo com os resultados obtidos pode se concluir que o turnover isotdpico
do carbono-13 do ovo inteiro foi de 3 a 4 dias, da gema em torno de 6 dias e do

albimem de 2-3 dias, independentemente da fase produtiva da ave e da dieta.
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Tabelas

Tabela 1. Composicao percentual dos ingredientes, niveis nutricionais calculados e

valor isotdpico das dietas experimentais na fase inicial da postura.

Dietas experimentais(l)

Ingredientes (%)

MSFB MSFCO

Milho moido 57,36 62,59
Farelo de soja (45%) 29,64 22,37
Farinha de carne e 0ssos bovinos - 6,60
Calcario calcitico 8,34 7,48
Fosfato bicalcico 1,92 -
Oleo de soja 2,11 0,33
DL-Metionina 0,13 0,13
Sal comum 0,35 0,35
Suplemento vitaminico® 0,10 0,10
Suplemento mineral® 0,05 0,05
Total 100,00 100,00

Niveis Nutricionais Calculados
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2800,06 2800,56
Proteina bruta (%) 18,00 18,00
Célcio (%) 3,70 3,70
Fosforo disponivel (%) 0,45 0,45
Fibra bruta (%) 2,56 2,27
Metionina (%) 0,40 0,40
Aminoacidos sulfurados (%) 0,70 0,68
Lisina (%) 0,96 0,91
8"*C (Média+DP, n=6) -17,39+ 0,43 15,17+ 0,28

MASFB: quirera de arroz, farelo de soja e fosfato bicalcico; ASFCO: quirera de arroz, farelo de soja e farinha de
carne e 0ssos bovinos; MSFB: milho moido, farelo de soja e fosfato bicalcico; MSFCO: milho moido, farelo de soja e
farinha de carne e ossos bovinos. ”’Suplemento vitaminico: niveis minimos de garantia/kg de produto: 4cido félico,
100mg; acido pantoténico, 6.000mg; BHT, 1.000mg; biotina, Smg; niacina, 20g; vitamina A, 7.000.000 UI; vitamina
B1, 250mg; vitamina B12, 6.000mg; vitamina B2, 3.000mg/kg; vitamina B6, 150mg; vitamina D3, 2.500.000 UI; E,
8,000mg; K3, 1.200mg. ¥Suplemento mineral: niveis minimos de garantia’kg de produto: manganés, 50g; zinco,
40g; ferro, 30g; cobre, 6g; iodo 400mg; selénio, 180mg.
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Tabela 2. Valores isotopicos do 8°C, expressos em %o, do ovo e suas fragdes
amostrados no inicio e no fim do periodo experimental, a partir da substitui¢do das
dietas e os valores calculados de meia-vida (t(so%)), € troca total dos 4tomos de carbono

(t(99%)), em unidade de dias.

Ovo Albtimen Gema
(1)
Tratamentos s°C 513C §15C
tso%)  to9w) tiso%)  to9w) tso%)  toow)
Inicio fim Inicio Fim Inicio Fim

ASFB-MSFB -27,05  -18,33 4 25 -26,75  -18,36 2 15 -27,40  -18,72 6 38
ASFB-MSFCO  -26,73 -20,18 3 22 -26,45  -19,58 3 18 -27,20  -20,77 6 38
ASFCO-MSFB -2586  -17,96 3 22 -26,23  -18,39 3 17 -28,05  -19,07 6 42
ASFCO-MSFCO  -26,31 -19,97 4 27 -25,96  -19,89 2 13 -27,04  -20,61 6 42

MASFB: quirera de arroz, farelo de soja e fosfato bicalcico; ASFCO: quirera de arroz, farelo de
soja e farinha de carne e ossos bovinos; MSFB: milho moido, farelo de soja e fosfato bicalcico;
MSFCO: milho moido, farelo de soja e farinha de carne ¢ ossos bovinos.

Tabela 3. Fator de fracionamento isotdpico, expresso em %o, do ovo e suas fragdes no

fim do periodo experimental (A=  tecido - d dieta).

0 Fracionamento isotopico
Tratamentos

Ovo Albimen Gema

ASFB-MSFB -1,44 -0,97 -1,33
ASFB-MSFCO -5,01 -4,41 -5,60
ASFCO-MSFB -0,57 -1,00 -1,68
ASFCO-MSFCO -4,80 -4,72 -5,44

MWASFB: quirera de arroz, farelo de soja e fosfato bicalcico; ASFCO: quirera de arroz, farelo de
soja e farinha de carne e ossos bovinos; MSFB: milho moido, farelo de soja e fosfato bicalcico;
MSFCO: milho moido, farelo de soja e farinha de carne e ossos bovinos.
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1. Implicagoes

Devido a importancia que o ovo exerce na alimentacdo da populacdo mundial,
cresce a demanda por ferramentas como os isdtopos estaveis, que além de amparar a
confianga do consumidor também agrega valor ao produto final por torné-lo
diferenciado no competitivo mercado global. Neste sentido, a técnica dos iso6topos
estaveis tem se destacado cada vez mais nas atividade de rastreabilidade, autenticidade e
certificacdo de origem por agéncias governamentais reguladoras. Contudo sdo
imprescindiveis estudos experimentais de turnover isotdpico dos constituintes corporais,
para avaliar o impacto da troca das dietas em sistemas de producdo de ovos sobre a
composi¢do isotopica destes, visto que, este mostra a velocidade de conversao da dieta
consumida em ovo. Além do que, estudos de turnover proporcionam o entendimento do
metabolismo e fisiologia animal através de tecidos como o sangue e produtos como o
ovo que ndo requerem os sucessivos sacrificios das poedeiras.

Os resultados isotopicos obtidos foram condizentes com o processo fisioldgico
de sintese da gema e do albumen, comprovando a prévia formacao da gema antes da
ovulagdo pela incorpora¢do da massa adicional de gema a partir do sétimo dia
experimental. Os valores de meia-vida do albumen demonstraram relagdo direta com a
meia-vida do local onde sao retirados os aminoacidos para sua sintese, ou seja, o plasma
sanguineo. Esta fracdo do ovo também ¢ a indicada para estudos de turnover por
eliminar a etapa de desengorduramento.

Nao houve diferenga na taxa de tunover do carbono-13 nos tecidos analisados
em funcdo da dieta ser vegetal com fosfato bicalcico ou conter subprodutos de origem
animal, como a farinha de carne e ossos bovinos. No entanto, para auxiliar futuros
experimentos de rastreabilidade de subprodutos de origem animal utilizados na
composicao de dietas de galinhas poedeiras, através da analise de seus tecidos e ovos,
sugere-se a inclusdo de uma porcentagem maior de farinha de carne e ossos bovinos do
que a utilizada neste experimento para avaliagdo deste ingrediente na taxa de turnover
isotopico do carbono-13.

Outro ponto relevante ¢ a necessidade do processo de extracdo de lipideos das

. . ~ . 1
amostras de gema e ovo inteiro, uma vez que estes sio empobrecidos em °C, podendo
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subestimar os valores de 8'°C encontrados. Desta maneira, recomenda-se para as
analises isotOpicas a utilizacdo de amostras com e sem os lipideos removidos.
Também sugere-se o prolongamento dos 42 dias de coleta do sangue para que

este consiga atingir o patamar de equilibrio isotdpico.



