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Considerac0es iniciais
O Brasil figura atualmente como um dos principais na producéo e comércio de

carne bovina no mundo, reflexo de um estruturado processo de desenvolvimento que
elevou ndo s6 a produtividade como também a qualidade do produto brasileiro e,
consequentemente sua competitividade e abrangéncia de mercado. Em 2016, o efetivo
brasileiro de bovinos foi de 218,23 milhdes de cabecas, representando um aumento de
1,4% em comparagdo com o ano anterior. (IBGE, 2016).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) no Brasil, por
meio do Sistema de Identificacdo e Certificacdo de Origem (SISBOV), registra e
identifica o rebanho bovino e bubalino no territério nacional, possibilitando o
rastreamento do animal desde o nascimento até o abate, além disso, disponibiliza
relatorios de apoio a tomada de decisdo quanto a qualidade do rebanho nacional e
importado (SARTO, 2002). O sistema de rastreabilidade SISBOV surgiu como um meio
de transmitir transparéncia em toda a cadeia produtiva e contribuir para a inocuidade do
alimento (FURQUIM, 2012).

Ressalta-se que o Brasil € o maior produtor comercial e exportador de carne
bovina no mundo e, portanto, quanto mais segura e atestada for nossa carne, mais
confiabilidade e abertura de mercados teremos de forma competitiva e certificada.
Pesquisas direcionadas a Nutricdo e Producdo de Ruminantes assumem extrema
relevancia, a fim de melhor compreender e proporcionar suporte de cunho cientifico ao
SISBOV ja implantando no pais. Isto, com a visdo de certificar e autenticar os sistemas
de producdo de bovinos. Os trabalhos nacionais avaliando a aplicacdo da metodologia
dos Isétopos Estaveis com foco na Nutricdo de Ruminantes sdo poucos e recentes.

Além disto, avaliar a real contribuicdo da metodologia dos Is6topos Estaveis nas
condicBes tropicais, a qual se insere o Brasil de maneira segura e com padrdo
estabelecido para a criacdo de um selo de certificacdo isotdpico. Neste contexto, a
técnica dos Isotopos Estaveis pode ser visualizada como uma ferramenta visando a
autenticidade dos alimentos, particularmente, onde metodologias analiticas

convencionais ndo podem prever resultados totalmente seguros (BAHAR et al., 2008).
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1. Panorama da bovinocultura de corte

As atividades relativas a pecudria bovina de corte possuem destaques, dado que
0 Brasil possui 0 maior rebanho comercial do mundo, sendo o segundo maior produtor e
0 maior exportador mundial de carne bovina (IBGE, 2016).

A producdo pecuaria brasileira vem obtendo destaque frente ao mercado
internacional, o qual se mostra cada vez mais exigente em relacdo a seguranca higiénico
sanitaria dos alimentos de origem animal. Essa inocuidade do alimento se deu pelo fato
da Unido Europeia pressionar o Brasil, jA que alguns eventos ligados a seguranca do
alimento contribuiram para isso, entre eles a Encefalopatia Espongiforme Bovina
(EEB), mais conhecida como doenca da vaca louca (LIMA, 2013), fazendo com que
agentes publicos e privados tomassem atitudes para erradicar o risco da doenca e

impedir sua disseminagao.

2. Utilizacdo da cama de aviario na alimentacdo de ruminantes

A cama de aviario € o produto resultante da criacdo de frangos de corte em galpdes,
forrados geralmente com um material higroscépico, como a maravalha, po de pinus,
casca de amendoim ou casca de arroz, a fim de absorver a umidade resultante dos
dejetos desses animais, e a agua que porventura cai dos bebedouros. Também pode
conter restos de racdo animal e até mesmo frangos inteiros ou partes destes. Em granjas
comerciais, a cama de aviario é reutilizada no maximo de 4 criadas até ser substituida
(CARVALHO, 2015).

Em 2016 o total de abates de aves foi de 5,86 bilhdes, o que representou aumento de
1,1% em relacdo ao ano anterior (IBGE, 2016). Considerando a geracdo de 4,98 kg de
cama de aviario por frango alojado (USDA, 2009), o pais teve uma producdo anual de
cama aviaria de em torno de 30 milhdes de toneladas.

Com a evolucdo da avicultura de corte comercial ocorreu também aumento na oferta
de residuo animal, como a cama de aviario e a necessidade de poder reutiliza-los ou
elimina-los. Devido as pressdes do mercado internacional, o uso de algumas proteinas
provenientes de mamiferos na alimentagcdo de ruminantes foi proibido na Europa pelo
Regulamento (CE) n° 999/2001 (PARLAMENTO EUROPEU E CONSELHO, 2001), e
no Brasil pela Instrugdo Normativa n° 08 (BRASIL, 2004).
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Como a proibicdo do uso da cama aviaria na alimentacdo de ruminantes, sua
utilizacdo como adubo orgénico é a saida encontrada por avicultores e produtores de
leite e corte, tornando-o segura e rentavel o destino desse residuo da criagdo bem como
viabilizar o custo de producdo em substituicdo ao adubo inorganico O veto a cama
aviaria como alternativa de alimentacdo para bovinos decorre da constatacdo de que a
presenca da proteina animal, na racdo, tem sido o principal vetor da disseminagdo pelo
mundo da Encefalopatia Espongiforme Bovina, popularmente conhecida como “o mal
da vaca louca”. A ingestdo de cama aviaria pode consistir também em surtos de
botulismo, que geram perdas aos produtores e causam riscos a saude humana (NEVES,
2005).

A “Vaca Louca” pode ser transmitida por meio de uma proteina chamada prion,
presente na farinha de carne e 0ssos de animais infectados com a doenca. Trata-se de
uma moléstia crénica degenerativa, que afeta o sistema nervoso dos bovinos e provoca o
descontrole motor (GONGALVES, 2012).

3. Rastreabilidade Bovina

A seguranca sanitaria dos alimentos desempenha um papel estratégico no comércio
mundial e representa preocupacao global (NESBAKEN, 2009). De acordo com Sofos
(2008), os desafios relacionados com a seguranca de produtos de origem animal e as
dificuldades no controle dos processos geram a necessidade de se criarem mecanismos
que reduzam o risco potencial de doencas transmitidas por alimentos. Destaca-se a
rastreabilidade como meio de integracdo de toda a cadeia produtiva em um sistema de
monitoramento e certificacdo, melhorando a percepcdo de seguranca para O0S
consumidores, gracas a geracdo de maior quantidade de informacgdes sobre o produto
(VERBEKE et al., 2010).

A exigéncia da rastreabilidade dos rebanhos imposta pelo mercado internacional
e, posteriormente, regulamentada pelo governo brasileiro (JORGE; FERRAZ, 2010),
ampliou o nivel de complexidade da atividade pecuéaria a um patamar que tornou dificil
gerenciar todos os processos produtivos de forma tradicional. Segundo Naés (2003), a
rastreabilidade € um processo crescente e irreversivel, decorrente dos avancos
tecnoldgicos e da demanda do mercado importador, que cada vez mais exige ética e

transparéncia nos processos de producdo e distribuicdo. Nesse processo de
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monitoramento é essencial uma eficiente identificacdo dos animais que fazem parte da
cadeia de producdo.

Investigacdo sobre a rastreabilidade dos alimentos para dietas de carne e leite de
ruminantes é realizado dentro de um contexto geral de aumento da demanda dos
consumidores por informagdes e garantias sobre 0 modo de producao de animais, racoes
e alimentacdo animal, especialmente. Neste contexto, h4 uma necessidade de
ferramentas de autenticacdo, para garantir objetivamente a especificagdo de que o0s
compromissos tenham sido integralmente cumpridos.

Ser capaz de rastrear a alimentacdo fornecida aos animais é, portanto, um grande
desafio para os cientistas e entidades comerciais e 0s agricultores. Recentemente
esforcos tem sido feito para desenvolver ferramentas analiticas para quantificar
compostos especificos no produto ou nos tecidos dos animais que podem atuar como

marcadores da dieta do animal.

4. Isotopos Estaveis Ambientais

A analise dos isotopos estaveis tém sido importante ferramenta para a compreensao
de cadeias alimentares e fluxos de nutrientes nos sistemas de producdo animal, uma vez
que reflete todo o valor isotdpico do carbono e nitrogénio proveniente da dieta a qual
foi submetido, sendo avaliado, portanto sob diferentes parametros no animal, sendo
mais comuns as fezes, sangue e plasma. Neste contexto, a analise dos Is6topos Estaveis
pode ser uma ferramenta visando a autenticidade dos alimentos, particularmente, onde
metodologias analiticas convencionais ndo podem prever resultados totalmente seguros
(BAHAR et al., 2008).

A grande importancia do método dos marcadores isotdpicos é que eles podem
ser identificados numa mistura os isdtopos deste elemento, conforme o mesmo é
encontrado na natureza, possibilitando o acompanhamento do is6topo nos diferentes
compartimentos do sistema em estudo (quantiqualitativa) (DUCATTI, 2007).

Os is6topos sdo atomos do mesmo elemento quimico, com 0 mesmo nimero de
protons e diferentes numeros de néutrons, consequentemente apresentando diferentes
massas. Por possuirem sua estrutura eletrdnica semelhante, ou seja, com 0 mesmo
namero de elétrons, pode-se dizer que os isdtopos sdo elementos que apresentam as

mesmas propriedades quimicas (eletrosfera) e diferentes propriedades fisicas (nucleo).

A
A nomenclatura isotdpica se expressa por ZX, na qual, X representa o elemento
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quimico A reflete 0 nimero de massa em unidades de massa atémica e Z o numero de
prétons, de modo que A = Z+N, onde N representa o numero de néutrons (DUCATTI,
2012).

A mensuracdo da relagdo entre os isdtopos estaveis é determinada pela técnica
da espectrometria de massas, sob a forma de analise relativa, onde o enriquecimento
relativo € expresso em delta, 8. O resultado da razdo isotopica do produto (R) ¢
comparado a um padrdo internacional, sendo que, para os is6topos de nitrogénio o
padrdo adotado € o ar atmosférico o qual é considerado mistura isotopica homogénea na
superficie terrestre (DUCATTI, 2012).

Os principais isétopos estaveis mais abundantes em organismo vivos sao
chamados de bioelementos (C, H, O, N e S) e suas abundancias encontram-se explicitos
na Tabela 1.

Tabela 1. A abundancia natural dos isotopos estaveis dos elementos H, C, N, O e S e
seus gases utilizados para analise por espectrometria de massa de razéo isotopica

Is6topos Abundancia atomos Abundancia a&tomos
Gas Isétopos Estaveis Gas
Estaveis % %
%0 99,7628
H 99,9844
H. 0 0,0372 (6{0)
’H 0,0156
180 0,2000 CO;
2c 98,8890
CO; g 95,0180
Bc 1,1110
83 0,7500 SO;
YN 99,6340
N ¥g 4,2150
BN 0,3660
%3 0,0170

Fonte: Preston, 1992.

A ocorréncia natural dos isdtopos estaveis na biosfera, litosfera, hidrosfera e
atmosfera (DUCATTI, 2007) contribuiu para a ampla gama de utilizacdo dessa
ferramenta nas diversas areas do conhecimento, como a paleontologia (RAMIREZ,
2012), arqueologia (SALGAN et al., 2012), oceanologia (QUIJANO et al., 2012),
hidrogeologia (MONGELLI et al., 2013), aquicultura (DUCATTI, 2007), ecologia
(PEREIRA, 2007) e, entre outras também esta a aplicacdo na zootecnia (DUCATTI et
al., 2011).
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A andlise dos isOtopos estaveis tem possibilitado pesquisas relacionadas a
nutricdo animal, devido ao fato de que os valores isotdpicos determinados terem como
base alimentos assimilados e ndo apenas alimentos ingeridos (DUCATTI, 2011). As
analises dos isotopos estaveis dos bioelementos - carbono, hidrogénio, oxigénio e
nitrogénio tém sido aplicadas de forma crescente e continua em pesquisas
agropecuérias. Os primeiros produtos investigados foram frutas, sucos, mel, vinho e
alcool e, para todos eles, métodos oficiais por meio da analise isotopica para detectar a
adicdo de agua ou acUcar existem desde 1978 nos Estados Unidos e 1995 na Europa
(DUCATTI, 2009).

No Brasil, em 2007, o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
publicou a Instrucdo Normativa N° 39 de 8 de agosto, a qual oficializou o método
analitico para determinacdo da razdo isotopica dos agucares de diferentes origens no
suco, refresco, nectar e bebida de uva (BRASIL, 2007). Como estes bioelementos (C, H,
O, N, S) fazem parte da estrutura dos carboidratos, proteinas, lipidios, acidos nucléicos
e sdo responsaveis por mais de 90% de todos os tecidos vivos, torna-se possivel a
utilizacdo desta analise em estudos de nutricdo e metabolismo animal. Pesquisas
realizadas demonstraram que as razdes isotopicas dos tecidos de animais dependem
principalmente da alimentacéo, da agua ingerida e dos gases inalados (KENNEDY e
KROUSE, 1990).

4.1 Carbono

O carbono é um dos principais elementos da natureza, uma vez gque a matéria
organica viva é composta principalmente de carbono, os ciclos de outros elementos
importantes como nitrogénio e oxigénio sao influenciados pelo ciclo desse elemento e
as alteracbes antropicas em muitas fases do seu ciclo biogeoquimico ja estdo
influenciando o equilibrio de muitos ecossistemas e da atmosfera global
(desmatamentos, queimadas, efluentes domésticos, uso de combustiveis fosseis, etc.).

O uso dos is6topos estaveis em estudos ambientais baseia-se no fato de que a
composicao isotdpica (proporcdo entre o isétopo raro e is6topo mais abundante) varia
de uma forma previsivel conforme o elemento cicla na natureza. A composicdo
isotOpica é expressa pela razdo entre o is6topo menos abundante e o isétopo mais
abundante (DUCATTI, 2011).
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R="15C/2C

As pequenas fracBes dos isotopos estaveis dos bioelementos sdo analisados por
espectrometria de massa de razdo isotdpica, no qual a amostra é analisada e normalizada
pelo padréo internacional especifico para cada elemento, com erro analitico da ordem de
0,2%o (per mil), por meio da expresséo adimensional:

di (X, padréo) = [Ri (x) — Ri(padréo) / Ri(padréo)] * 1000

Ri = raz&o isotopica. Por exemplo, *C/*2C; 1*N/**N, etc.

X = amostra; padrdo = standart, padréo internacional

81%o(x,std) = enriquecimento da amostra relativo ao padréo, ou popularmente, delta per
mil. Adimensional.

Como os valores numéricos das diferencas entre as razfes isotopicas (Ri) séo
pequenos, costuma-se multiplicar a expressao por 1000, obtendo-se a terminologia em
per mil (5, %o).

Em funcdo da grande diferenca na abundancia natural dos is6topos estaveis do
carbono, a mensuracgdo da relacdo entre eles na maioria das amostras gera valores muito
pequenos. Para converter esta relagdo, os valores isotopicos do carbono (8§ *3C) sdo
expressos na terminologia dos isotopos estaveis, em delta per mil da razdo isotopica
13C/*2C do produto em relagdo ao padrdo internacional definido, Peedee Belemnite
(PDB). Segundo Friedman; O’neill (1977), este padrao ¢ aceito universalmente na
comparacdo das composi¢des isotdpicas do carbono. Trata-se de um carbonato solido de
Belemnitela do cretaceo, Belemnitela americana, da formacdo Peedee da Carolina do
Norte, empregado inicialmente como padrdo (CRAIG, 1957).

Quando se tem valor negativo no § *C, indica que o material estudado apresenta
menor concentracdo de carbono em relacdo ao padrédo internacional PDB. (DUCATTI et
al., 1979; DUCATTI, 2007; VOGEL, 1993). A medida da relacdo entre is6topos
estaveis é realizada por espectrometria de massas, que detecta a concentra¢do dos
diferentes isdtopos do elemento.

A fonte primaria do carbono para as plantas terrestres é o gas carbdnico
atmosférico, o qual apresenta valor de § 13C de aproximadamente -7,7%o (KENNEDY;

KROUSE, 1990). Este carbono sofre discriminacédo isotopica ao longo do processo de
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fotossintese. O termo discriminacdo isotdpica indica enriquecimento ou

empobrecimento isotopico relativo do produto em relacéo a fonte precursora.

4.2 Nitrogénio

O elemento quimico Nitrogénio apresenta somente dois is6topos estaveis: N
(99,634 atomos %) e °N (0,3665 atomos %). O reservatorio natural, N2, € o nitrogénio
molecular, presente no ar atmosférico, constituindo cerca de 78% do total. O nitrogénio
é transformado em diversas formas e estados de oxidacdo devido, sobretudo, a
processos fisicos e pela acdo de microrganismos que metabolizam 0s compostos
nitrogenados em N inorganico (nitrato e amoniaco) e N organico (aminoacidos e
proteinas). O padrdo de referéncia isotopico € o nitrogénio molecular do ar, logo,
praticamente todo o N acessivel a superficie do planeta tem o valor de 8*°N=0 %o.

Os valores de 8*°N nos animais também reflete a composicdo das suas dietas,
com um enriquecimento de 2 a 4%o0 em cada nivel trofico, devido ao fracionamento
isotopico associado com o metabolismo catabolico (EHLERINGER; RUNDEL; NAGY,
1986). O enriquecimento em relacdo a dieta deve-se principalmente a maior excrecao do
isdtopo leve na urina, sendo o animal e as fezes enriquecidos em N (PETERSON;
FRY, 1987).

O N das plantas que ndo conseguem fixar o nitrogénio atmosférico é
dependente, em grande parte, da abundancia isotopica do solo e da variacdo causada
pela adubacdo (CHOI et al., 2002). Se absorvido da matéria organica decomposta, 0
valor do 8N é mais significativo, ao redor de 10%o (SHIBUYA et al, 2006).
Contrariamente, valores negativos sao observados em solos com baixa porcentagem de
matéria organica em particular solos secos e arenosos, ou que sdo fertilizados com
adubos industriais. Conforme Yoneyama (1996), adubos nitrogenados utilizados na
agricultura possuem valores de enriquecimento relativo para N préximo a 0%, isto
porque a fonte de nitrogénio utilizada pelas industrias para a fabricacdo de adubo é o

nitrogénio atmosférico.

5. Is6topos Estaveis na experimentacdo animal

A utilizacdo dos is6topos estdveis ambientais na Zootecnia e a rastreabilidade

nos animais comega com a sua principal fonte de alimentagdo, as plantas e o0s
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subprodutos do ciclo fotossintético Cs (arroz, trigo, cevada, alfafa, outros), com valor
médio do enriquecimento isotopico relativo do 3C de §3C = -28%o, € as plantas e seus
subprodutos do ciclo fotossintético Cs4 (cana-de-agucar, milho, gramineas tropicais,
etc.), com valor médio de 8*3C = -12%o. Assim ocorrendo, percebe-se a existéncia da
diferenca isotopica entre elas [A (Cs, C3) = 8Cs — 6C3] da ordem de 16%o. Esta
ponderacdo abre perspectiva na alimentacdo e ou racoes utilizadas pelos animais, uma
vez que 0 erro cometido na determinacdo da variabilidade natural do carbono pelo
espectrometro de massas ¢ de 0,2%o, permitindo com seguranca a rastreabilidade destes
ingredientes, a qual é extensiva aos isotopos estaveis dos bioelementos.

Na técnica de rastreabilidade do produto de origem animal na alimentacdo dos
animais, utiliza-se o sistema de equac¢bes com dois isotopos estaveis na formacdo do

produto, expresso por:

(a)da + (b) 8b =313C
(a)8’a + (b) &b = 51N,

ou trés isotopos se assim for necessario. O simbolo linha (*) expressa a indicagdo do
enriquecimento isotopico relativo do N nas duas fontes de alimentagGes. Sabendo que
a+b=1, isolando (b) entre elas e igualando-as entre si, obtém-se o indice participativo (a)
da fonte vegetal no produto final.

No sentido de evitar o fator de fracionamento entre a fonte e o produto ou
mesmo as diferentes concentracfes de carbono e nitrogénio entre as diversas fontes e o
produto, a experiéncia tem recomendado utilizar o mesmo tecido utilizado nas fontes
(musculo) e produto (masculo) ou fontes (sangue) e produto (sangue), ou qualquer outro
tecido de interesse nos dois tipos de experimentos (patamar de equilibrio isotopico ou
funcéo exponencial).

Bahar et al. (2005), com o intuito de testar a técnica dos is6topos no sistema de
rastreabilidade para autenticacdo de produtos de origem animal, estudaram as alteracdes
na composicdo dos isotopos estaveis de carbono e nitrogénio no musculo de bovinos.
Concluiram que a composicdo desses isdtopos no musculo estudado alterou
consideravelmente, devido a substituicdo da silagem de capim (Cs) pela silagem de
milho (C4) na dieta de bovinos de corte. No entanto, o tecido muscular estudado

mostrou ndo ser adequado para mudancas curtas e recentes de dietas, pois 0s autores
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verificaram que, ap0s 167 dias de experimento, o turnover do tecido ndo tinha sido
completo, refletindo o §**C da antiga dieta.

Knobbe et al. (2006) estudaram as razGes isotdpicas de carbono e nitrogénio para
fins de rastreabilidade, no leite e na urina de vacas sob diferentes regimes alimentares, e
encontraram valores estaveis do 8C do leite e da urina 10 dias apds o inicio da
mudanca de dieta mista de C4/Cs para Cs. Apds mudanca da alimentacdo de Cz para
C4/Cs, os valores de §'3C foram alcancados em 6 dias. Estes estudos comprovam que a
escolha do tecido ou 6rgdo animal no estudo de rastreabilidade para autenticacdo de
produtos influencia as conclusdes sobre a dieta, pois tecidos com rapido metabolismo
indicam dietas recentes, enquanto aqueles com taxa de substituicdo lenta indicam

alimentos ingeridos anteriormente.

5.1 Avancos metodologicos na pesquisa de Isdtopos Estaveis em ruminantes
no Brasil

Da Silva (2003) verificou a eficacia da analise dos isotopos estaveis de carbono na
determinacéo da fase de transicdo do consumo da dieta basicamente liquida (leite) para
dieta liquida sélida (leite, racdo). Foram coletadas diariamente amostras de fezes de
cordeiros recebendo leite (mamando) proveniente de ovelhas alimentadas com dieta Cse
tiveram acesso ao creep-feeding com racdo Ciz desde o nascimento. O modelo de
regressdo sigmoidal de Boltzmann foi o que melhor explicou o comportamento da

dinamica de consumo do grupo durante 60 dias de vida.

Segundo Martins (2010) estudou o turnover do carbono nas fezes e sangue de
ovinos alimentados com plantas Cs (feno de alfafa) e Cs (silagem de milho) e verificou
gue 0 sangue possui turnover mais lento, ou seja, uma troca mais lenta de carbono da
nova dieta, e as fezes turnover mais rapido. Estas diferencas analisadas entre as fezes e
0 sangue demonstraram claramente que o tipo de tecido em estudo influencia o
turnover. Por esses motivos, as fezes mostraram ser o melhor indicativo para
determinacdo da preferéncia alimentar dos ovinos, sendo consideradas indicadoras de
consumo.

Estudos com bovinos jovens da raca Aberdeen Angus x Nelore (F1) alimentados
com plantas Cz podem ser diferenciados de bovinos alimentados com plantas Ca.
Constatou Ribeiro (2013) nas diferencas analisadas entre as fezes, sangue e plasma
demonstram claramente que o tipo de tecido em estudo influencia o turnover, ou seja, a

troca mais rapida ou mais lenta do carbono. A escolha do tecido deve levar em
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consideracdo o periodo que se quer avaliar, para diagndstico de dietas mais recentes o
plasma é o tecido mais indicado. Entretanto, se o objetivo for avaliar dietas
incorporadas em periodos mais longos, o sangue podera ser utilizado.

Rastreabilidade de origem geografica foi estudada por, Vieira Junior (2013),
observou que os sistemas de producdo de bovinos de corte podem ser diferenciados
pelos bioelementos da carne, com o uso da analise dos is6topos estaveis de C e N.

Factori (2014) verificou a possibilidade de rastrear o valor isot6pico de carbono
e nitrogénio nas fezes, sangue e plasma de bovinos Nelore criados em pasto com
diferentes niveis de adubacdo nitrogenada e um possivel estabelecimento de um padrao
e consequentemente eliminar a hipdtese de ocorréncia de falso positivo em relacdo ao
uso de farinhas de origem animal na alimentacdo animal. Os resultados foram positivos
para a diferenciacdo de sistemas de bovinos.

Em bovinos leiteiros, Carvalho (2015) constatou que a alteracdo dos valores
isotOpicos no sangue, plasma, soro sanguineo e fezes, ocasionados pela incluséo da
cama de aviario na dieta de vacas leiteiras foram mais indicadas no processo de
rastreabilidade Os resultados indicam que a técnica dos is6topos estaveis pode ser
utilizada na deteccdo do uso da cama de aviario na dieta de vacas leiteiras,
principalmente pela analise das fezes, podendo ser complementada pela anlise
isotopica do plasma, auxiliando assim na rastreabilidade desse residuo.

Perdigdo (2017) estudou a razdo isotépica dos elementos carbono e nitrogénio com
e sem extracdo de gordura e permitiu diferenciar e certificar as amostras de carne entre
os sistemas de confinamento, semi confinamento e pasto com alta precisdo na mesma
propriedade.

Atualmente, alguns trabalhos estdo em fase de execucdo no Centro de Is6topos
Estaveis “Prof. Dr. Carlos Ducatti” da UNESP/Botucatu, onde ¢ pesquisada a possivel
utilizacdo da analise de isotopos estaveis de carbono, nitrogénio, oxigénio e deutério
como método tracador da dieta de bovinos jovens, no sangue, plasma, fezes, figado,
tecido muscular e adiposo, pela avaliacdo da taxa de fracionamento e turnover isotépico
dos elementos. Além disso, desenvolve-se estudo do potencial da andlise de is6topos
estaveis de multi-elementos (C, N, O, H) para rastrear a carne de bovinos criados em
diferentes sistemas de producdo (confinamento tradicional, super precoce e sistema de

producgdo em pastagens) como ferramenta de autenticacdo e certificacdo de origem.

6. Justificativa e objetivo
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Dentro desse contexto, visto que a producdo de bovinos de corte € de grande
importancia para a economia brasileira, e devido aos riscos sanitarios e econdémicos
citados, o objetivo do presente estudo foi avaliar as alteraces nos valores dos is6topos
estaveis de carbono (5'3C), nitrogénio (8°N) no sangue, plasma sanguineo e fezes,
ocasionadas pela inclusdo da cama de aviario na dieta de bovinos Nelore e determinar a
amostra mais indicada na rastreabilidade desse residuo.

Os resultados obtidos neste estudo servirdo de base para auxiliar em futuras
fiscalizacGes e em experimentos de rastreabilidade em bovinos de corte pela anélise das
amostras e elementos estudados, além de fortalecer o uso dos isétopos estaveis como
ferramenta nas pesquisas de autenticacdo da qualidade e origem da carne.
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CAPITULO 2
O capitulo 2 intitulado “Isotopos estaveis de carbono e nitrogénio para identificacao

de cama de aviario na alimentacéo de bovinos” foi escrito de acordo com as normas

do Periodico “Animal”
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Is6topos estaveis de carbono e nitrogénio para identificacdo de cama de

aviario na alimentacdo de bovinos

Resumo: Entende-se por origem de um produto a sua procedéncia, a forma como foi
produzido, desde sua idealizacdo até a concretizacdo e venda, abrangendo aspectos que
vao além da transformacéo do leite em derivados e/ou criagdo em carne. A possibilidade
de uma andlise rastrear o sistema de produtos agroindustriais ainda estd aquem das
demandas, embora as exigéncias de qualidade e a seguranca dos produtos agricolas
exigem rastreabilidade. O projeto teve por finalidade avaliar o valor isotopico em
bovinos confinados, a fim de eliminar a possibilidade de um falso positivo caso o valor
isotopico seja semelhante ao valor dos animais que receberam fontes de origem
proteica, a qual é proibida em nosso pais. O experimento foi realizado na UNESP -
Campus de Botucatu, nas instalagdes do confinamento experimental de novilhos
superprecoces do Departamento de Melhoramento e Nutricdo Animal, na Fazenda
Lageado da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia por um periodo de 120 dias,
colhidas as amostras de fezes, sangue e plasma. Os 8 animais foram alojados em baia
coletiva e receberam os tratamentos: silagem de milho + concentrado; silagem de milho
+ cama aviaria; consorcio de silagem de milho e feijdo guandu + concentrado e
consorcio de silagem de milho e feijdo guandu e cama aviaria. Apds o final de
experimento 0s animais passaram por um periodo de quarenta em pasto. As analises dos
isGtopos estaveis de carbono e nitrogénio detectaram mudancgas nos valores isotopicos
dos tecidos analisados (fezes, sangue total e plasma) em tratamentos diferentes, de
acordo com a taxa de incorporacdo do isétopo proveniente da dieta. O sangue total e

plasma refletiram mais o valor isotépico do tratamento quando comparados as fezes.

Palavras-chave: cama de frango, rastreabilidade, inocuidade do alimento, Nelore
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Stable carbon and nitrogen isotopes for identification of avian litter in cattle feed

Abstract: The origin of a product is its origin, the way it was produced, from its
idealization to completion and sale, covering aspects that go beyond the transformation
of milk into derivatives and / or breeding in meat. The possibility of a scrutiny of the
agro-industrial product system is still short of the demands, although quality
requirements and the safety of agricultural products require traceability. The objective
of the project was to evaluate the isotopic value in confined cattle in order to eliminate
the possibility of a false positive if the isotopic value is similar to the value of the
animals that received sources of protein origin, which is prohibited in our country. The
experiment was carried out at UNESP - Campus de Botucatu, at the experimental
confinement of superlives of the Department of Improvement and Animal Nutrition, at
Fazenda Lageado, Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science, for a period of
120 days, blood and plasma. The 8 animals were housed in a collective bay and
received the treatments: corn silage + concentrate; corn silage + avian bed; consortium
of corn silage and pigeon pea + concentrate and consortium of corn silage and pigeon
pea and avian litter. After the end of the experiment the animals went through a period
of forty in pasture. Stable carbon and nitrogen isotope analyzes detected changes in the
isotopic values of the analyzed tissues (faeces, whole blood and plasma) in different
treatments according to the rate of isotope incorporation from the diet. Whole blood and

plasma further reflected the isotopic value of the treatment when compared to faeces.

Key words: chicken litter, traceability, food safety, Nellore
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1. INTRODUCAO
As exigéncias do mercado mundial, principalmente da Unido Europeia, estdo

voltadas a aspectos de controle sanitarios e rastreabilidade animal, em que avangos
ainda sdo poucos, porém ndo se pode ignorar que o desenvolvimento destes tem
ocorrido em velocidade crescente (ANUALPEC, 2016).

O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) pelo Sistema de
Identificacdo e Certificacdo de Origem (SISBOV), registra e identifica o rebanho
bovino e bubalino do territério nacional possibilitando o rastreamento do animal desde
0 nascimento até o abate. Além disso, disponibiliza relatérios de apoio a tomada de
decisdo quanto a qualidade do rebanho nacional e importado. Entende-se por origem de
um produto a sua procedéncia, a forma como foi produzido, desde sua idealizacéo até a
concretizacdo e venda, abrangendo aspectos que vao alem da transformacédo do leite em
derivados e/ou criacdo em carne.

Factori (2014) avaliando o uso da cama de aviadrio na adubacdo de pastagens,
concluiu que houve distingdo entre os sistemas avaliados utilizando-se o carbono e
nitrogénio como ferramenta de rastreabilidade de animais da raca Nelore em pasto.
Ainda, o tempo de exposic¢do do animal no pasto e o tempo de implantacdo ao sistema
utilizado (cama de aviario e integracdo) pode influenciar no valor isotépico do capim, e
este ser adquirido pelo animal.

Neste contexto, considerando a possibilidade de um sistema que permite fiscalizar
como o animal foi produzido e seu local de criacdo € um avango para 0 sistema de
rastreabilidade nacional, suprindo uma das exigéncias dos mercados consumidores em
caracterizar o produto pela forma que foi conduzido antes do abate. Sendo a analise dos
Is6topos Estaveis uma ferramenta com potencial de autenticidade dos alimentos,
possibilita-se a investigacdo de fontes alimentares isotopicamente distintas (DeNiro e
EPSTEIN, 1978). A este respeito, entre outros, sdo necessarias estratégias analiticas
adequadas para evitar que os consumidores sejam enganados e proteger os produtores
honestos (CARMIM et al. 2017).

Contudo, sdo poucos os trabalhos nacionais avaliando o emprego da analise dos
Is6topos Estaveis com foco na nutricdo e producdo de ruminantes, tornando-se a
pesquisa de extrema relevancia, a fim de melhor compreender e proporcionar suporte de
cunho cientifico ao sistema de rastreabilidade (SISBOV) ja implantado no pais. Caso

ocorra a identificagdo de origem da carne, serd possivel certificar e autenticar o produto
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em nosso pais, uma vez que a demanda do mercado internacional exige padrdes de
exceléncia de qualidade.

O objetivo do presente estudo foi avaliar as alteragcbes nos valores dos is6topos
estaveis de carbono (5'3C), nitrogénio (8°N) no sangue, plasma sanguineo e fezes,
ocasionadas pela inclusdo da cama de aviario na dieta de bovinos Nelore e determinar a

amostra mais indicada na rastreabilidade desse residuo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Periodo pré experimental
O estudo foi aprovado conforme normas de Comissdo de Etica no Uso de

Animais (CEUA), sob protocolo n°® 109/2015-CEUA (anexo 1). O projeto foi autorizado
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) por meio da
Coordenadoria da Raiva dos Herbivoros e das Encefalopatias Espongiformes
Transmissiveis, pela Informacdo CRHE n° 1094/2015 (Anexo 2) por meio do processo
n°® 21052.013311/2015-98, devido a proibi¢cdo do uso da cama de aviario na dieta de
ruminantes (Instrucdo Normativa 08/2004). A pesquisa foi acompanhada por fiscais
federais do MAPA, desde sua implantacdo até a conclusdo. Os animais alimentados
com cama aviaria foram identificados com brincos auriculares individuais e

eutanasiados apds o téermino do experimento respeitando o periodo da quarentena.

3. InstalacGes e Animais
O experimento foi realizado na UNESP - Universidade Estadual Paulista “Julio

de Mesquita Filho’- Campus de Botucatu, nas instalacbes do Confinamento
Experimental do Departamento de Melhoramento e Nutricio Animal, na Fazenda
Lageado da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia durante periodo de 19 de
dezembro de 2016 a 17 de abril de 2017. Apos esse periodo, 0s animais foram para as
instalacGes da Fazenda Edgardia da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia
durante a quarentena (29 de maio de 2017).

Foram utilizados 8 animais Nelore puros de origem ndo castrados nascidos entre
marco e abril de 2015 (em torno de 20 meses) com peso vivo médio 259 kg oriundos da
Fazenda Experimental Sdo Manuel provindos de uma pastagem exclusiva de Urochloa
brizantha cv marandu. Os animais foram alojados em baia coletiva descoberta com

30m? de area, onde todos os animais receberam a mesma dieta durante o periodo de
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cada tratamento. Essa dieta era fornecida por 1 més continuo, sem protocolo de

adaptacao.

4. Manejo, arragoamento e cuidado com os animais
Os animais foram vacinados, desverminados e submetidos a adaptacdo as

instalacOes e a0 manejo. As racOes foram formuladas e balanceadas, adaptando-as para
0 experimento proposto. Os ingredientes eram pesados e misturados todos os dias e
ofertados aos animais que foram alimentados duas vezes ao dia (as 8:00 e as 16:00
horas) e receberam &gua constante no bebedouro automatico. As sobras eram retiradas
no dia posterior e pesadas. Os ajustes, de quantidade de racdo, realizado apds a pesagem
dos animais que era realizado uma vez a cada trinta dias. O trato total foi dividido em
40% no periodo matinal e 60% para o periodo noturno.

O cronograma de alimentacdo foi dividido em quatro periodos: Tratamento 1:
Silagem de milho + Concentrado; Tratamento 2: Silagem de milho + Cama avidria;
Tratamento 3: Consércio de silagem de milho e feijdo guandu + Concentrado e
Tratamento 4: Consorcio de silagem de milho e feijdo guandu + Cama aviaria, sendo
que 0s animais permaneciam em cada tratamento por 1 més continuo. As porcentagens
de inclusdo dos ingredientes, assim como seus valores isotdpicos, utilizados nas dietas
experimentais podem ser observadas na Tabela 2.

Durante o periodo experimental todos os animais passaram por todos o0s
tratamentos, que eram fornecidos por um més, ndo havendo protocolo de adaptacdo na

troca, apenas em porcentagem de matéria original. (Tabela 2).
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Tabela 2: Composi¢do percentual, andlise quimica e valor isotdpico das dietas experimentais.

Tratamentos

SM+CONC SM+CF SMG+CONC SMG+CF

Ingredientes %

Silagem de milho 20,21 20 21,21 20
Cama aviaria - 80 - 80
Milho 55,55 - 55,55 -
Farelo de Amendoim 24,24 - 24,24 -
Composicéo
Nutricional
Matéria Seca, % 69,00 72,00 69,00 73,00
NDT, % 81,00 58,00 82,00 59,00
PB, % 19,30 22,80 19,40 22,90
FDN, % 22,50 44,90 24,00 46,40
FDNpe 16,00 18,00 16,00 19,00
NEg, Mcal/kg MS 1,32 0,68 1,34 0,70
Ca;lbg’r'g;gzoi P 53,00 18,00 51,00 16,00
3 BC (%o) 2 -15,32 -16,25 -16,83 -19,23
8N (%o) 3,80 9,25 7,68 10,08

SM+CONC: silagem de milho + concentrado; SM+CF: silagem de milho + cama aviaria; SMG+CONC: consorcio de
silagem de milho e feijdo guandu + concentrado: SMG+CF: consorcio de silagem de milho e feijdo guandu + cama
aviaria. NDT: nutrientes digestiveis totais. PB: proteina bruta. FDN: fibra em detergente neutro. FDNpe: Fibra em
detergente neutra fisicamente efetiva. NE: energia metabolizavel.

2 3: enriquecimento das razdes isotopicas dos elementos carbono (8'3C), nitrogénio (5'°N), da dieta, em relagdo ao
padréo internacional desse elemento, em partes per mil.

5. Escolha da categoria animal e componentes avaliados
A escolha da categoria animal se deve ao fato do conhecimento da curva de

crescimento de bovinos de corte ser de extrema importancia, pois fornece informacoes
para o estabelecimento de estratégias de manejo, contribuindo para a tomada de decisao
sobre a adocdo de determinada tecnologia. Com uma velocidade de taxa de troca
acelerada, foram escolhidos animais em crescimento para que pudesse constatar essa
renovacao tecidual em menor tempo para melhor resposta no processo de
rastreabilidade.

No processo de rastreabilidade buscam-se tecidos que possam refletir a dieta
antiga com a finalidade de poder detectar a inclusdo de cama aviaria, mesmo que
fornecidas apenas nas fases iniciais da vida do bovino. Para isto, necessita-se identificar

um tecido de metabolismo mais lento que conserve o valor isotdpico por mais tempo
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(sangue e plasma), além disso, busca-se um material (fezes) que substitua rapidamente
0s seus atomos de carbono e nitrogénio, de forma que possa indicar a mudanca da

alimentacéo na fase de crescimento do bovino.

6. Colheita, preparacéo e pesagem das amostras

As coletas de fezes foram realizadas 1 vez na semana durante todo o periodo
experimental. Ja para sangue e plasma, as coletas foram realizadas em um intervalo de
15 dias.

As amostras de sangue foram coletadas pela veia jugular dos animais (30mL) e
colocadas em tubos contendo EDTA. Em seguida, para retirada do plasma, o sangue
passou pelo processo de centrifugacdo a 5000 rpm por 10 minutos. As amostras de
sangue e plasma foram acondicionadas em micro tubos de 1,5mL e congeladas a - 18°C
até posterior mensuracdo isotépica. Posteriormente, as amostras de sangue e plasma
foram liofilizadas em aparelho Micromodulyo-115 (Edwardsvacuun®) onde foram
secas a VAcuo a -55°C e pressdo de em torno 30 uHg por 48 horas. Para a realizagdo das
analises isotopicas, as amostras de sangue e plasma liofilizadas foram colocadas em
capsulas de estanho 25 (5Smm x 3mm) e pesadas (70 a 90 pg para Carbono e 500 a 600
para Nitrogénio) em balanca micro analitica de alta sensibilidade, com precisdo de seis
casas decimais. (XPE METTLER TOLEDO®)

As colheitas de fezes foram feitas diretamente na ampola retal, acondicionadas
em coletores de fezes universal devidamente identificados e congeladas a -18°C até
posterior mensuracdo isotopica. As amostras de fezes foram secas em estufa de
ventilacdo forcada (Marconi - modelo MA 035) a 56°C por periodo de 48 horas.
Posteriormente, foram moidas em moinho criogénico (Spex Sample Prep, modelo
Geno/Grinder 2010), a base de nitrogénio liquido (- 196°C). Neste moinho,
aproximadamente 2,0 g de amostra foram colocadas em frascos de policarbonato
juntamente com uma esfera magnética, o qual, devidamente fechado, foi imerso em
nitrogénio liquido. Pelo impacto entre a amostra e a esfera magnética, submetida ao
campo magnético oscilante (15 impactos/s), pulverizou-se a amostra. A moagem
compreendeu-se de primeira etapa de pré congelamento de dois minutos e segunda
etapa de congelamento e pulverizagcdo de 3 minutos. Este procedimento permitiu obter
particulas com granulometria menor que 60 um (Licatti, 1997). Apés moagem, foram
pesadas entre 100 a 120 pg para Carbono e 4000 a 4500 pg para nitrogénio e

acondicionadas em capsulas de estanho para analise isotdpica.
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7. Anélise isotdpica

Apobs a pesagem, para determinacdo da composicdo isotdpica das amostras, as
capsulas foram introduzidas por meio de um amostrador automatico no analisador
elementar, Flash HT 2000 Organic Elemental Analyzer EA for IRMS. Os gases
resultantes (CO2 e N.) formados foram separados em coluna cromatografica gasosa e
analisados no espectrometro de massa de razdes isotdpicas (Delta V Advantage Isotope
Ratio MS, Thermo Scientific, Alemanha) no Centro de Isotopos Estaveis “Prof. Dr.
Carlos Ducatti” do Instituto de Biociéncias da UNESP, Campus de Botucatu. Os
resultados foram expressos em notag¢ao 9, em relagdo ao padrdo internacional Vienna-
Pee Dee Belemnite (PDB) para 8*3C, Ar atmosférico para 5'°N, calculado pela equagdo
1:

O(amostra; padréo) = [(Ramostra/ R padréo) - 1] 10°
1)

d = enriquecimento relativo da amostra em relacdo ao padréo. Adimensional.

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

Para mensurar o turnover do carbono e do nitrogénio (substituicdo isotopica) nas
fezes, plasma e sangue em determinado intervalo de tempo, foi utilizada a funcéo
exponencial do tempo expressa pela equacdo 2 (DUCATTI et al., 2002), do software
Origin® 6.0 Professional (MICROCAL SOFTWARE, 1999):

3 X(t) =X () +[6X (i) -3 X (D] X  ou )

em que:
0X(t) = enriquecimento isotopico de um elemento X do tecido em qualquer tempo (t).
Adimensional.

0X (f) = enriquecimento isotopico de um elemento X do tecido no patamar de
equilibrio, ou condicéo final. Adimensional.

0X= enriquecimento isotopico de um elemento X do tecido, na condi¢do inicial.
Adimensional.

k = constante de troca (turnover) em dia™



42
t = tempo (em dias) a partir da substituicdo da dieta.

8. Analise estatistica
Os dados de carbono e nitrogénio das variaveis: sangue, plasma e fezes foram

submetidos a analise de variancia procedimento PROC MIXED do pacote estatistico
SAS 9.4 (diferencas encontradas para valores de p <0,01) (Statistical Analysis System,
2011). O programa estatistico Minitab, versdo 16.0 (MINITAB®, 2010) foi utilizado
para normalidade dos dados de *C no plasma (Transformacdo de Johnson). No
comportamento isotdpico e meias vidas o programa estatistico foi pelo Software Origin
Pro 8.6, 2011.

9. Resultados e Discussao

Na Tabela 3 estdo apresentados os pesos médios do periodo experimental. O
peso vivo final (antes da quarentena) foi de 378 kg e apds a quarentena foi de 399,3 kg.

Tabela 3: Peso médio dos animais dos respectivos tratamentos durante o periodo

experimental

Tratamentos Peso
INICIAL 277,8D
SM+CONC 317,0C
SM+CF 300,0DC
SMG+CONC 346,0B
SMG+CF 377,6A
QUARENTENA 399,3A

SM+CONC: silagem de milho + concentrado; SM+CF: silagem de milho + cama aviaria; SMG+CONC:
consarcio de silagem de milho e feijdo guandu + concentrado: SMG+CF: consorcio de silagem de milho e feijéo
guandu + cama aviaria. Médias apresentando uma mesma letra maitscula na coluna néo diferem entre si.

Os resultados serdo apresentados pelos componentes analisados e suas variaveis,

assim como suas interacOes estatisticas.

9.1 Nitrogénio nas Fezes

Os valores de °N e porcentagem de nitrogénio durante o periodo experimental nas
fezes estéo apresentados na tabela 4, onde pode-se notar diferenga entre os tratamentos
Silagem de milho (com concentrado e com cama aviaria) e o consércio de silagem de
milho e feijdo guandu (com concentrado e cama aviaria). Essa diferenca na

porcentagem de nitrogénio se deve ao fato do consércio ter como principio elevar a
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quantidade de proteina bruta do material, porém sua participacdo neste consorcio foi
quase insignificante. Quando a variavel foi o tragador metabdlico °N, pode-se verificar
que o tratamento consorcio de silagem de milho e feijdo guandu teve maior
concentracdo em relacdo aos demais tratamentos e o tratamento de consorcio de silagem

de milho e feijdo guandu obteve o menor valor para esta variavel.

Tabela 4: Média estimada para % de Nitrogénio e 3*°N nas fezes para os tratamentos

Tratamentos Variaveis
% Nitrogénio N
SM + CONC 2,40a 8,25B
SM + CF 2,42a 8,43B
SMG + CONC 2,17b 6,46C
SMG + CF 2,23b 9,26A
Coleta
Variavel
(65N) 0 1 2 3 4
SM+CONC 4,78C 8,22B 8,90B 9,04B 10,34A
SM+CF 4,84C 8,87B 8,86B 9,07B 10,51A
SMG+CONC 10,51A 5,70CB 4,47B 5,27C 6,36B
SMG+CF 6,36B 10,36A 10,07A 9,76A 9,72A
Coleta
Variavel (%N) 0 1 2 3 4
SM+CONC 1,98b 2,51a 2,59 2,58a 2,33ab
SM+CF 2,10c 2,60a 2,54ab 2,60a 2,28bc
SMG+CONC 2,28 2,05 2,22 1,96 2,32
SMG+CF 2,32 2,44 2,10 2,10 2,16

SM+CONC: silagem de milho + concentrado; SM+CF: silagem de milho + cama aviaria; SMG+CONC: consorcio de
silagem de milho e feijdo guandu + concentrado: SMG+CF: consorcio de silagem de milho e feijdo guandu + cama
aviaria. Médias apresentando uma mesma letra minUscula na linha ndo diferem entre si. Médias apresentando uma
mesma letra mailscula na linha ndo diferem entre si. (P>0,001). *0,1,2,3,4, Periodos de coleta em fun¢éo do tempo
de tratamento

Ainda na tabela 4, pode-se verificar que os momentos de coleta para as mesmas
variaveis citadas anteriormente se comportaram de modo que o *N pode ser usado
como resposta a dieta em um curto periodo, sendo 0 momento 0 € 0 momento 4 como
paramentos para indicar a inclusdo de cama aviaria em dietas bovinas. Para a variavel
porcentagem de nitrogénio, verificou-se que houve relacdo de igualdade entre os
momentos de coleta, o que pode ser explicado pelo manejo nutricional durante o
periodo experimental que foi citado na tabela 2.

O baixo valor que é apresentado na tabela 4 para o tratamento silagem de milho

+ cama aviaria no momento 0, se deu ao fato do baixo consumo pelos animais, como
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demonstrado na figura 2, e uma breve regulagdo de aceitabilidade do material cama

aviaria, pois era o primeiro contato dos animais com esta dieta.

Cosumo de Materia Seca (kg/dia)

105,00 A
95,00 4
85,00 A
75.00 4
65.00 4
55,00 A
45,00 4
35,00 A
25.00 A~
15.00 -

«Aﬁxo,»&@ﬁﬁﬁxé‘
@@@@@@@@&@@@@@@@@

Figura 2: Consumo de matéria seca durante o periodo experimental

Porém como pode se observar na figura 3, esse baixo consumo também esta
relacionado aos dados climaticos que serdo apresentados a seguir. Houve coincidéncia
entre o inicio do tratamento silagem de milho e cama de frango com um indice elevado
de precipitacdo para 0 més de janeiro (inicio da dieta € datada de 16 de janeiro de 2017).

Esses fatores corroboram com os resultados que foram obtidos dentro do experimento.

35,0
30,0
25,0 \
20,0 —
15,0 T
10,0
- m | N
E E

dez/16 jan/17 fev/17 mar/17 abr/17 mai/17
B Precipitacdo — ess=Temp Min Temp Med  es===Temp Max

Figura 3: Dados climéticos (precipitagdo pluvial, temperaturas minima, média e méaxima)
referentes ao periodo experimental, estacdo meteoroldgica FCA- Unesp, Campus Botucatu/SP
(2016/17).
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Para demonstrar as interagdes que houveram na variavel °N nas fezes, a figura 4
mostra que houve uma queda, em valores médios, para o tratamento consércio de
silagem de milho e feijdo guandu. Maiores valores foram encontrados no tratamento
consorcio de silagem de milho e feijdo guandu + cama avidria. Com maior

incorporagdo de N no momento 4 para o tratamento 2.

5N (%o) Fezes

e SM+CONC e SMCF SMG+CONC SMG+CF
10,5115a
12 10,0752ab
10,3595a Hiosd 9,7585abc
10,5115
10 o 8,8756¢d s> 10,3432a
’ 8,8974cd B384
// 9,7255abc
6,3636¢ 8 21724 8,8636¢d 9,0759bcd
. 6,3636¢
4,7777fg
4 5,7002ef 5,274fg
4,838fg
4,4715g
2
0
0 1 2 3 4

Figura 4: Comportamento dos valores médios 8°N dos tratamentos nas fezes em funcio das
coletas.

As médias das interacbes apresentadas na figura acima, demonstram que a
Gltima coleta do tratamento anterior é igualmente a média do inicio do préximo
tratamento. Fato ndo encontrado para o tratamento silagem de milho e cama de frango,
explicado anteriormente pela queda do consumo.

Para a variavel %N, foi obtido estabilidade nos valores médios entre o0s

tratamentos que estdo apresentados na figura 5.
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N (%) Fezes

e SM+CONC SM+CF SMG+CONC SMG+CF
3 25993 2,5384ab 2,5992a 2,3219bc
2,3219abc 2,5143ab 2,5884a 2,5786a
—_— 2,3327abc
25 3 2854ahe /’ ——
2,2854abc
5 2,1041abc " e
, abc
2,2237abc 2,1061abc
15 1,979c 2,0524bc 2,1039abc
’ 1,963c 2,1626abc
1
0,5
0
0 1 2 3 4

Figura 5: Comportamento dos valores médios de porcentagem de nitrogénio dos tratamentos nas
fezes em funcédo das coletas.

Valores do nitrogénio fixado na matéria vegetal tém influéncia dos compostos
nitrogenados presentes no solo e da capacidade absortiva das plantas fixarem o
nitrogénio do ar atmosferico segundo Choi et al. 2002; Handley e Raven, 1992; Werner
e Schimidt, 2002; Zhang et al. 2012.

O enriquecimento de 8*°N no tecido animal é dependente da eficiéncia dos
animais em assimilar o nitrogénio dietético. Quanto mais proximos estdo os valores de
5'°N do tecido animal a dieta, maior a eficiéncia de assimilagdo (Cantalapiedra-Hijar et
al. 2015; Gaye-Siessegger et al., 2004; Poupin et al., 2014; Wheadon et al., 2014).

Outra possivel explicacdo para os valores semelhantes é o melhor
aproveitamento de nitrogénio via salivacdo pela reciclagem de ureia, devido ao processo
de ruminacdo ser maior em dieta com alta fibra pela sintese proteica das bactérias
celuloliticas, favorecidas pelo pH mais alto (Van Soest 1994). No entanto, os fatores
que influenciam essa assimilacéo ainda ndo sdo bem elucidados na literatura.

Além disso, estudos anteriores em ruminantes sugerem papel importante das
bactérias do rimen no enriquecimento natural de proteinas animais em relacdo a dieta
(A Nanimal-dieta, SUtoh et al., 1987 e 1993, Wattiaux e Reed, 1995). Com tudo, até a data,
a contribuicdo potencial da digestdo ruminal para a bioacumulagio natural de °N e,
portanto, o fraccionamento (isto €, A™®Nanimar-dgieta) fOi discutido (Cabrita et al., 2014;

Cantalapiedra-Hijar et al., 2015), mas ndo foi devidamente avaliado.
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9.1.1 Carbono nas fezes

Ainda no componente fezes, mas a variavel carbono, podemos verificar 0s
valores médios para porcentagem de carbono e ‘3C, conforme observado na tabela 5.
Quando nos atentamos apenas para a variavel de *C, hd uma igualdade entre os
tratamentos de silagem de milho (com concentrado e com cama aviaria), porém o
mesmo perfil ndo foi notado para ao tratamento do consércio de silagem de milho e
feijdo guandu (com concentrado e com cama aviaria), sendo maior quando adicionado
concentrado. Esse fator pode ser explicado pelo concentrado que em sua composigdo
contém amendoim.

Porém na coleta ndo houve diferenca estatistica para nenhuma das variaveis,
sendo o momento 0 um diferencial de incorporacdo e a estabilidade no restante do

periodo experimental.

Tabela 5: Média estimada para % de Carbono e 8*3C nas fezes para os tratamentos

Tratamentos Variaveis
% Carbono 8C
SM + CONC 38,68ab -19,90C
SM + CF 38,45ab -20,01C
SMG + CONC 39,19a -18,11A
SMG + CF 37,69b -19,07B
Coleta
Variavel
0 1 2 3 4
(3"°C)
SM+CONC -17,50A -20,02B -20,65B -20,55B -20,82B
SM+CF -17,68A -20,33B -20,80B -20,89B -20,38B
SMG+CONC -20,38 -17,03 -19,20 -16,30 -17,64
SMG+CF -17,64A -19,36B -18,99B -20,22C -19,13B
Coleta
Variavel (%C) 0 1 2 3 4
SM+CONC 40,91 37,63 40,63 39,11 38,93
SM+CF 39,74 37,63 40,72 42,32 35,27
SMG+CONC 35,28¢c 39,32b 39,36b 39,94cb 44,06a
SMG+CF 44,06a 37,02b 34,42b 35,75b 37,20b

SM+CONC: silagem de milho + concentrado; SM+CF: silagem de milho + cama aviaria; SMG+CONC: consorcio de
silagem de milho e feijdo guandu + concentrado: SMG+CF: consdrcio de silagem de milho e feijdo guandu + cama
aviaria. Médias apresentando uma mesma letra mindscula na linha ndo diferem entre si. Médias apresentando uma
mesma letra mailscula na linha ndo diferem entre si. (P>0,001). *0,1,2,3,4, Periodos de coleta em fungéo do tempo
de tratamento.

As interacGes para o carbono (porcentagem e 3C), podem ser verificadas na
figura 6. Como ocorrido no nitrogénio, a inclusdo de cama aviaria, houve uma breve

adaptacdo dos animais e essa aceitabilidade foi notada no momento 0, onde houve
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menor valor encontrado para o tragador metabdlico. Apds essa adaptacdo dos animais é
possivel verificar que 0 momento 4 e 0 momento O de cada troca de adaptacdo sdo

iguais estatisticamente.

13C (%o) Fezes

e SM4CONC e SMCF SMG+CONC SMG+CF
0
0 1 2 3 4
5
10
17.6917abe S 0375 -16,30872 17 3412abc
* -18,9975bcd
15 17,6787abc -20,025def
' -19,2bcdef
—— {9,1375bcde
~17,4974ab P ——
—19,3588cdef -20.6488def ) '20,8162f
-20,3763def -20,3275def ’ 20,55def
-25 -20,8062ef -20,8862f\~ -20,2162de£20,3762def

Figura 6: Comportamento dos valores médios de porcentagem de **C dos tratamentos nas fezes
em funcdo das coletas.

O fracionamento isotopico negativo nas fezes pode estar relacionado a
contaminacdo destas por materiais endogenos do intestino (descamacdo da parede
interna do trato gastrointestinal). Jones et al. (1979), trabalhando com bovinos de corte
e ovinos, encontraram valores de §'3C das fezes dos animais mais negativos em relagio
aos alimentos, correspondentes em 0,4 a 2,0 unidades. Tal fato foi explicado por
possivel descamacéo de células do intestino, com valores de 5'3C inferiores.

Os valores médios da interacdo estdo na figura 7. De maneira geral a
porcentagem de carbono nas fezes ndo teve muita alteracdo durante o periodo

experimental.
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% C Fezes
e SM+CONC SM+CF SMG+CONC SMG+CF
50 44,06a 39,3275abc 38,9074bcd
* , : 44,062
45 40,7238ab,~ 40,6375ab 39,1125bcd
40,9129ab 37,6338bcd
40 ————— e — e ——— < 37,2088bcd
39,7388abc R——
35
37,94bcd
30 352763cd 37/6263bed 39,3588abc o 35,0975¢d
: ¢ 37,0238bcd !
5e 34,425d 35,7575¢d
35,2763cd
20
15
10
5
0
0 1 2 3 4

Figura 7: Comportamento dos valores médios de porcentagem de carbono dos tratamentos nas
fezes em funcédo das coletas.

Por isso, é de suma importancia a caracterizacdo do turnover do carbono de
diferentes tecidos bovinos. A escolha do tecido ou 6rgdo animal para o estudo de
turnover, influéncia nas conclusdes sobre a dieta, pois tecidos com rapido metabolismo
indicam dietas recentes, enquanto aqueles com taxa de substituicdo lenta indicam
alimentos ingeridos anteriormente. A escolha do tipo de tecido para a andlise isotopica
depende, entdo, do objetivo da pesquisa (HOBSON e CLARK, 1992).

9.2 Nitrogénio no Sangue

O valor médio para a porcentagem de nitrogénio e 8°N estdo apresentados na
tabela 6, onde pode-se observar que quando comparados separadamente os tratamentos
silagem de milho e consoércio de silagem de milho e feijdo guandu ha distingdo com a
varidvel de porcentagem de nitrogénio, pois como discutido anteriormente o feijdo
guandu é uma planta leguminosa e sendo assim € fixadora de nitrogénio, elevando a
porcentagem do mesmo quando adicionada no tratamento. Fato ocorre também quando
adicionamos a cama aviaria. Por isso essa igualdade entre os tratamentos silagem de

milho e cama aviaria e consorcio de silagem de milho e feijdo guandu.
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Para a variavel *®N, a sua maior concentragio se encontra no Ultimo tratamento.
Nota-se que houve diferenca entre todos os tratamentos, podendo entdo sugerir que ha a
possibilidade de rastreamento pelo tecido sangue em bovinos Nelore.

Ainda na mesma variavel, porem no efeito coleta, podemos observar que a
porcentagem de nitrogénio se manteve a mesma e a mudanca ocorreu para a variavel
®N. Sua maior incorporacdo foi na terceira coleta (Gltima coleta antes de ocorrer as

trocas das dietas)

Tabela 6: Média estimada para % de Nitrogénio e 8*°N no sangue para 0s tratamentos

Tratamentos Variaveis
% Nitrogénio 3N
SM + CONC 13,78a 3,51D
SM + CF 13,52ab 4,30C
SMG + CONC 12,98hc 5,40B
SMG + CF 12,69c¢ 6,14A
Coleta
Variavel
0 15 30
(3"°N)
SM+CONC 3,28C 3,51B 3,74A
SM+CF 3,74B 3,74B 5,41A
SMG+CONC 5,41AB 5,561A 5,29B
SMG+CF 5,29C 6,05B 7,10A
Coleta
Variavel (%N) 0 15 30
SM+CONC 13,34 14,38 13,62
SM+CF 13,63 13,62 13,32
SMG+CONC 13,30a 12,64c 13,00b
SMG+CF 12,64 12,82 12,62

SM+CONC: silagem de milho + concentrado; SM+CF: silagem de milho + cama aviaria; SMG+CONC: consorcio de
silagem de milho e feijdo guandu + concentrado: SMG+CF: consorcio de silagem de milho e feijdo guandu + cama
aviaria. Médias apresentando uma mesma letra mindscula na linha ndo diferem entre si. Médias apresentando uma
mesma letra maidscula na linha néo diferem entre si. (P>0,001). *0,15, 30 Periodos de coleta em func¢éo do tempo de
tratamento.

Devido a complexidade das vias metabdlicas que Ihe deram origem, variacGes
nos valores de A N ndo podem ser interpretados diretamente em termos dos rearranjos
subjacentes dos fluxos de corpo N que eles possam indicar.

Isso permanece, no entanto, um conceito geral e o0s principais fatores
responsaveis pelo A °N e suas variages, bem como o funcionamento integrado do
sistema A N do sangue, ainda sdo mal compreendidos. Isso ressalta questdes

importantes sobre quais processos metabolicos estdo realmente fracionando, como as
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diferencas A >N entre os tecidos sdo estabelecidos e quais as relagdes existentes entre
as variacdes nos fluxos metabdlicos e os valores reais do A °N (Martinez, 2005; 2009)
Na figura 8 sdo apresentados os valores médios do®N no sangue para o

tratamento respectivo e suas interagoes.

N (%0) Sangue

e SM4ACONC e SM+CF SMG+CONC SMG+CF
7,0977a
8
6,0513b
7 5,2931c
. 5,2931c
5,4067¢
5 5,5121c¢ 5,4068¢
3,7441d
A 3,7441d
3 3,7441d
) 3,5138ed
3,2831e
1
0
1 2 3

Figura 8: Comportamento dos valores médios de 8*°N dos tratamentos no sangue em funcéo das
coletas.

Como observado, os tratamentos que ndo continham o ingrediente cama aviaria
manteve em equilibro durante as coletas. Quando adicionado, os valores aumentaram
entre as coletas 2 e 3, ou seja, apos 15 dias de fornecimento do mesmo aos animais.

Para a porcentagem e nitrogénio, as interacbes se comportaram conforme

observado na figura 9.
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% N Sangue

e SMHOONC e SM+CF SMG+CONC SMG+CF
15
14,3775a
14,5
13,62720 13,6239ab
e 13,6208ab
13,3048
13,5
<_ 5 13,3179ab
13 13,3412ab 12,8261
13,0059b
12,5
12,6454ab 12,6242b
12 12,6388b
11,5
1 5 ,

Figura 9: Comportamento dos valores médios de %N dos tratamentos no sangue em funcdo das
coletas

9.2.1 Carbono no sangue
Os valores médios para porcentagem de carbono e *3C no sangue estdo presentes

na tabela 7 abaixo.

Para variavel porcentagem de carbono houve uma igualdade entre os tratamentos
que recebiam a silagem de milho (presenca ou auséncia de cama aviaria) com 0
tratamento consorcio de silagem de milho e feijdo guandu + concentrado.

Quando analisamos a coleta, a porcentagem de carbono se manteve entre 0s

momentos e 0 carbono-13 teve aumento na ultima coleta.
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Tabela 7: Média estimada para % de Carbono e 3*3C no sangue para os tratamentos

Tratamentos Variaveis
% Carbono 8C
SM + CONC 46,07b -14,24A
SM + CF 45,01b -15,17B
SMG + CONC 46,39b -15,58C
SMG + CF 49,66a -15,61C
Coleta
Variavel
1
(6°C) 0 5 30
SM+CONC -13,70A -13,46A -15,05B
SM+CF -15,05A 15,05A 15,42B
SMG+CONC -15,42A 15,50A -15,81B
SMG+CF -15,81B -15,59AB 15,42A
Coleta
Variavel (%C) 0 15 30
SM+CONC 47,30 46,07 44,83
SM+CF 44,83 44,83 45,37
SMG+CONC 45,37 45,37 48,44
SMG+CF 48,44h 49,13b 51,40a

SM+CONC: silagem de milho + concentrado; SM+CF: silagem de milho + cama aviaria; SMG+CONC: consoércio de
silagem de milho e feijdo guandu + concentrado: SMG+CF: consorcio de silagem de milho e feijdo guandu + cama
aviaria. Médias apresentando uma mesma letra minGscula na linha ndo diferem entre si. Médias apresentando uma
mesma letra maidscula na linha ndo diferem entre si. (P>0,001). *0,15,30 Periodos de coleta em fungdo do tempo de
tratamento.

As interacOes presentes no sangue estardo na figura 10. Esse comportamento
mostra que houve uma estabilidade entre o final da coleta do tratamento no periodo e o

inicio do novo tratamento.
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13C (%o) Sangue

-12,5
-13
-13,7075
-13,5 ' ¢ -13,9694a
-14
145 -15,0475b
-14, -15,0475b
! -15,0475b
. -15,505¢
15 -15,4175hc
-15,4175hc
-15,5 -15,4225¢
16 15,8138 -15,5913c
-15,8138hbc
—SM+CONC SM+CF SMG+CONC SMG+CF

Figura 10: Comportamento dos valores médios de 5'°*C dos tratamentos no sangue em funcgio
das coletas

Este € um tecido que consiste de células de diferentes tipos, constituido por
globulos vermelhos, globulos brancos, plaquetas e plasma. Dentre eles, os glébulos
vermelhos, também conhecidos por hemacias, sdo as unidades morfoldgicas da série
vermelha do sangue relacionadas ao transporte de oxigénio pelo corpo. A vida util das
heméacias é de aproximadamente 120 dias (Dukes, 2006). A formacdo das células
sanguineas é dependente da manipulacdo da dieta. Inimeros estudos demonstraram que
diferencas na formacdo e funcdo das células sanguineas podem ser indicativos de
manipulacdo da alimentacéo.

As interacdes para a porcentagem de carbono estdo na figura 11. Podemos notar,
no entanto, quando se considerou amostras de sangue total, a composi¢cdo isotopica
dependeu dos componentes alimentares que foram assimilados e ndo apenas ingeridos e,
da diluicdo do pool de carbono existente no sangue pelo carbono dietético recém-
assimilado. Portanto, quando comparados as fezes, sangue total demoraram mais tempo

para refletirem a nova alimentacao.
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% Carbono Sangue

e SM+CONC SMH+CF SMG+CONC SMG+CF
49,1375ab 51,4013a
48,4363ab
48,4363ab
46,07b
47,305ab \
44,835b T
To— 44,835h
45,3663b
45,3688b
45,3688b 44,835b
1 2 3

Figura 11: Comportamento dos valores médios de %C dos tratamentos no sangue em funcao das

coletas

9.3 Nitrogénio no Plasma

Quando comparados os tratamentos com silagem de milho e o consorcio com

feijdo guandu (com ou sem cama aviaria), houve diferenca entre eles, sendo maior o

tratamento silagem de milho. Como explicado anteriormente, a concentracdo de feijao

guandu presente na silagem foi de tamanha relevancia para que houvesse aumento

significativo no percentual de nitrogénio. O tratamento de consorcio de silagem de

milho e feijdo guandu + cama aviaria, na variavel N, obteve maior representatividade.
(Tabela 8).
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Tabela 8: Média estimada para % de Nitrogénio e 8"°N no plasma para os tratamentos

Tratamentos Variaveis
% Nitrogénio "N
SM + CONC 11,77a 413D
SM + CF 11,58a 6,71C
SMG + CONC 10,95b 7,51B
SMG + CF 10,81b 8,48A
Coleta
Variavel
1
(65N) 0 5 30
SM+CONC 3,48C 4,13B 4 78A
SM+CF 4,78C 6,72B 8,64A
SMG+CONC 8,64A 7,30B 6,60C
SMG+CF 6,71C 8,80B 10,28A
Coleta
Variavel (%N) 0 15 30
SM+CONC 11,54 11,82 11,96
SM+CF 11,96a 11,74ab 11,05b
SMG+CONC 11,05a 10,58b 11,24a
SMG+CF 11,30a 10,85b 10,47c

SM+CONC: silagem de milho + concentrado; SM+CF: silagem de milho + cama aviaria; SMG+CONC: consdrcio de
silagem de milho e feijdo guandu + concentrado: SMG+CF: consércio de silagem de milho e feijdo guandu + cama
aviaria. Médias apresentando uma mesma letra mindscula na linha ndo diferem entre si. Médias apresentando uma
mesma letra maidscula na linha ndo diferem entre si. (P>0,001). *0,15,30 Periodos de coleta em fungdo do tempo de
tratamento.

Ainda na tabela 8, a porcentagem de nitrogénio ndo variou no momento da coleta,
ao contrario do **N que houve enriquecimento ao longo do periodo, dados similares aos
outros tecidos analisados no presente estudo.

Ao notar as interagBes que obtivemos no plasma para o °N, presentes na figura
12, ha uma crescente incorporacao entre as ultimas coletas. O mesmo ndo ocorre com 0
tratamento de consorcio de silagem de milho e feijdio guandu, fato igualmente

encontrado no tecido sanguineo.
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N (%) Plasma

e SMHCONC e SM+CF SMG+CONC SMG+CF
12
8,69b
10 8,6387b 7,2975¢ 10,1638a
8,6387b
8
) 6,6025d —
6,7213d
4,7762e e 14,7762
4
3,47628 4,1261f
2
0
1 2 3

Figura 12: Comportamento dos valores médios de '°*N dos tratamentos no plasma em
funcéo das coletas

Em comparacgdo, a porcentagem de nitrogénio no plasma teve um comportamento
diferente. Essa queda na porcentagem de nitrogénio entre as coletas 2 e 3, pode ser
explicada pelo fato que os constituintes do plasma tém relacdo direta com a composicao
quimica da dieta (Dukes, 2006). Desta forma, diferentes fontes alimentares

apresentaram efeitos diferentes na composicdo do plasma.
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% N Plasma
e SMHCONC e SMHCF SMG+CONC SMG+CF
12,5
e 11,8238a 11,9575a
12
11,5438&b( /.—-——
e 11,7412ab 11,2413abcd
11,2412abed
11 10,795bcd
11,0487abcd 11,0487abcd
10,5
10,5825¢cd 10,4075d
10
9,5
1 2 3

Figura 13: Comportamento dos valores médios de %N dos tratamentos no plasma em
funcéo das coletas

9.3.1 Carbono no plasma

A tabela 9 apresenta os valores médios para % de carbono e 3C no plasma.
Como visto anteriormente, 0 comportamento do carbono no plasma, foi similar entre os
trés Gltimos tratamentos. Ndo havendo diferenca estatistica entre 0os mesmos. Essa
resposta, ja seria esperada pois todos os tratamentos ndo tiveram grandes diferencas
isotopicas quando comparada entre as mesmas. Apenas o carbono ndo seria bom
indicador como tracador metabolico.

O momento, como variavel mostrou 0 mesmo comportamento que os tecidos
anteriores, que a Ultima coleta é possivel verificar uma maior incorporacéo no *C. Fator

refletivo no tempo da taxa de troca.
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Tratamentos Variaveis
% Carbono 8C
SM + CONC 43,12ab -13,99A
SM + CF 42 81ab -15,17B
SMG + CONC 41,22b -15,36B
SMG + CF 45,01a -15,37B
Coleta
Variavel
1
(6°C) 0 5 30
SM+CONC -13,14A -13,68B -15,17C
SM+CF -15,17 -15,07 -15,27
SMG+CONC -15,27 -15,35 -15,47
SMG+CF -15,53B -15,29A -15,51B
Coleta
Variavel (%C) 0 15 30
SM+CONC 42,75 43,31 43,31
SM+CF 43,31 44,09 41,04
SMG+CONC 41,04b 38,70c 43,92a
SMG+CF 44,01b 45,23a 46,06a

SM+CONC: silagem de milho + concentrado; SM+CF: silagem de milho + cama aviaria; SMG+CONC: consoércio de
silagem de milho e feijdo guandu + concentrado: SMG+CF: consércio de silagem de milho e feijdo guandu + cama
aviaria. Médias apresentando uma mesma letra minGscula na linha ndo diferem entre si. Médias apresentando uma
mesma letra maidscula na linha ndo diferem entre si. (P>0,001). *0,15,30 Periodos de coleta em fungdo do tempo de

tratamento.

As interagBes para o 3C, serdo observadas na figura 14. Como esperado, houve

uma igualdade das interacfes durante as coletas e os tratamentos. Fator ja explicado

anteriormente. Diferenca encontrada apenas para o0s dois primeiros momentos do

tratamento silagem de milho e concentrado, pois até ocorrer a mudanca total da dieta,

levou-se um tempo.
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13C (%) Plasma

s SMHCONC e SM+CF e SMG+CONC SMG+CF
0
1 2 3
10 4 13,1425a -13,6756a
-15,1688b
-20 /— -15,1688b /_ -15,0688b
-30 -15,2663b
20 -15,2663b /-15,3575b
-15,4563b
-50
/— -15,4563b /— -15,2113b
-60 -15,4413b
-70

Figura 14: Comportamento dos valores médios do **C dos tratamentos no plasma em funcéo das
coletas

InteracBes que ocorreram no plasma para a variavel de porcentagem de carbono,
estdo na figura 15.

% C Plasma
e SM+CONC e SMAHCF e SMG+CONC SMG+CF
48
45,1375a 44.09ab 45,9738a
16 43,9237ab _\ _
44 43,315ab 43,9237ab
42 42,7488ab \ 43,315ab
43,315ab
40 ]
41,0375a 41,0375ab
38
38,7075b
36
34
1 2 3

Figura 15: Comportamento dos valores médios de %C dos tratamentos no plasma em funcéo
das coletas
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10. Comportamento isotépico do 3C e N nos componentes

Os comportamentos descritos mostram os valores médios em cada tecido. Os
valores de meia-vida fornecem indicativos de quédo rapidamente estes carbonos e
nitrogénios foram incorporados nos tecidos ou trocados nas fezes. A expressao para a
meia vida sugere que tecidos com meia vida curta (figado, plasma por exemplo)
apresentam uma “alta velocidade” de metabolizagdo ou incorporagdo dos is6topos
estaveis no tecido em questdo, e o inverso, como o caso do colageno do 0sso, apresenta
“baixa velocidade” de incorporagdo no tecido, por exemplo.

Este estudo de turnover utilizou as variagdes naturais do 8*C dos alimentos, com
enfoque na velocidade de troca do carbono tecidual a partir da ingestdo de alimentos
com razfes isotopicas bem proximas, pois o estudo tinha um enfoque no nitrogénio
presente na cama aviaria.

Figuras representativas com o comportamento das médias dos valores coletados.
Como explanado nos itens anteriores, pode-se notar que nas fezes, o comportamento do
carbono e do nitrogénio sao reflexos da dieta.

Esse aumento de carbono, e 0 antagonismo para o nitrogénio no periodo do
tratamento correspondente ao consércio de silagem de milho e feijdo guandu ocorreu
devido ao aumento de porcentagem de nitrogénio e por ser prontamente metabolizada
pelas bactérias ruminais enquanto a degradabilidade ruminal das proteinas pode ser
amplamente variavel. O fluxo do nitrogénio no rumen € grandemente afetado pela
composicao da dieta e nivel de consumo.

Um preditor alternativo da eficiéncia de alimentacdo (N) em ruminantes é
baseado no fracionamento isotdpico de N (Cheng et al., 2013; Cantalapiedra-Hijar et al.,
2015). Foi demonstrado em uma variedade de condi¢Ges que a abundancia natural de
15N (8 °N; relacdo *N / **N em relagéo a N atmosférica) em proteinas animais é maior
do que na dieta consumida (DeNiro e Epstein, 1981) e que as variacbes neste N
isotopico fraccionamento (A™Nanimar-dieta= & °Nanimai-3°Naieta) €Std0 estreitamente e
negativamente correlacionados com a eficiéncia da utilizacdo do nitrogénio em
diferentes espécies (Gaye-Siessegger et al., 2004; Cheng et al., 2013; Cantalapiedra-
Hijar et al., 2015). Portanto, A*®Nanimai-gieta Pode ser usado para classificar os individuos

que recebem a mesma dieta por sua eficiéncia em utilizar nitrogénio.



10.1 Comportamento isotopico nas fezes
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Figura 16: Comportamento dos valores médios de **C e °N dos tratamentos nas fezes em

funcdo dos periodos apresentados.
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10.2 Comportamento isotdpico no sangue
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Figura 17: Comportamento dos valores médios de *C e ®N dos tratamentos no sangue em
funcéo dos periodos apresentados
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10.3 Comportamento isotdpico no plasma
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Figura 18: Comportamento dos valores médios de *C e N dos tratamentos no plasma em
funcédo dos periodos apresentados.
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Conclusdes
As anélises dos isotopos estaveis de carbono e nitrogénio detectaram mudancas

nos valores isotopicos dos componentes analisados (fezes, sangue total e plasma) em
tratamentos diferentes, de acordo com a taxa de incorporacdo do isétopo proveniente da
dieta.

O sangue total e plasma refletiram mais o valor isotdpico do tratamento quando
comparados as fezes, podendo ser utilizados como ferramenta confiavel em processos
de rastreabilidade em sistemas de producdo de bovinos de corte com a inclusédo de cama

aviaria ou uma dieta com consércio com leguminosa.



66
Referéncias Bibliograficas

ANUALPEC. Anuério estatistico da pecuaria de corte. Sdo Paulo: FNP Consultoria e
Comércio Ltda., 2016.

CABRITA ARJ, Fonseca AJM and Dewhurst RJ 2014. Short communication:
relationship between the efficiency of utilization of feed nitrogen and *N enrichment in
casein from lactating dairy cows. Journal of Dairy Science 97, 7225-7229.

Camin F, Boner M, Bontempo L, Fauhl-Hassek C, Kelly SD, Riedl J, Rossmann A
2017. Stable isotope techniques for verifying the declared geographical origin of food in
legal cases. Trends in Food Science & Technology 61, 176-187.

Cantalapiedra-Hijar G, Fouillet H, Huneau JF, Fanchone A, Doreau M, Noziere P,
Ortigues-Marty | 2015. Relationship between efficiency of nitrogen utization and
isotopic nitrogen fractionation in dairy cowns: contribuition of digestion v. metabolism?
Animal 10, 221-229.

Cheng L, Sheahan AJ, Gibbs SJ, Rius AG, Kay JK, Meier S, Edwards R and Roche JR
2013. Technical note: nitrogen isotopic fractionation can be used to predict nitrogen-use
efficiency in dairy cows fed temperate pasture. Journal of Animal Science 91, 5785—
5788.

DENIRO MJ and Epstein S 1981. Influence of diet on the distribution of nitrogen

isotopes in animals. Geochimica et Cosmochimica Acta 45, 341-351.

DENIRO, M. J.; EPSTEIN, S. Influence of diet on the distribution of carbon isotopes in
animals. Geochimica et Cosmochimica Acta, v. 42, p. 495-506, 1978.

DUKES. Fisiologia dos animais domésticos / editorial de William O. Reece; (revisdo
técnica Newton da Cruz Rocha; traducdo Cid Figueiredo, Idilia Ribeiro Vanzellotti,
Ronaldo Frias Zanon). Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2006.

FACTORI, M.A., Potencial dos isétopos estaveis de carbono e nitrogénio como

método de rastreabilidade de bovinos Nelore a pasto, 2014 Projeto de P6s Doutorado



67

vinculado ao Projeto Tematico 1s6topos Estaveis Ambientais em Zootecnia da FAPESP
processo 08/57411-4.

Gaye-Siessegger J, Focken U, Muetzel S, Abel H and Becker K 2004. Feeding level and
individual metabolic rate affect 5!3C and 5'°N values in carp: implications for food web
studies. Oecologia 138, 175-183.

JONES R.; LUDLOW M.; TROUGHTON J. Estimation of the proportion of C3 and C4
plant species in diet of animals from the ratio of natural 2C and *C isotopes in the
faeces. Journal of Agricultural Science, v.18, p.91-100; v.92, p.91-100, 1979.

Martinez del Rio C, Wolf N, Carleton SA, Gannes LZ . Isotopic ecology ten years after
a call for more laboratory experiments. Biol Rev 84: 91-111. 2009

Martinez del Rio C, Wolf BO. Mass-balance models for animal isotopic ecology. In:
Starck JM, Wang T, editors. Physiological and ecological adaptations to feeding in
vertebrates: Science Publishers, Inc. pp. 141-174. 2005

Poupin N, Mariotti F, Huneau JF, Hermier D and Fouillet H 2014. Natural isotopic
signatures of variations in body nitrogen fluxes: a compartmental model analysis.
PLOS Computational Biology 10, e1003865.

Sutoh M, Koyama T and Yoneyama T 1987. Variations of natural N abundances in

the tissues and digesta of domestic animals. Radioisotopes 36, 74-77.

Sutoh M, Obara Y and Yoneyama T 1993. The effects of feeding regimen and dietary
sucrose supplementation on natural abundance of **N in some componentes of ruminal

fluid and plasma of sheep. Journal of Animal Science 71, 226-231.

Van Soest PJ 1994. Nutrition ecology of ruminants. Cornell University Press, Ithaca,
NY, USA.

Wattiaux MA and Reed JD 1995. Fractionation of nitrogen isotopes by mixed ruminal

bacteria. Journal of Animal Science 73, 257—-266.



68

Werner RA and Schimidt HL 2002. The in vivo nitrogen isotope discrimination among

organic plant compounds. Phytochemistry 61, 465-784.

Wheadon NM, McGee M, Edwards GR and Dewhurst RJ 2014. Plasma nitrogen
isotopic fractionation and feed efficiency in growing beef heifers. British Journal of
Nutrition 111, 1705-1711.

Zhang L, Pan J, Zhu C 2012. Determination of the geographical origin of Chinese teas
based on stable carbon and nitrogen isotope ratios. Jounal Zhejiang University
Science B 13, 824-830.



CAPITULO 3

69



70

Implicacdes
O uso de produtos proibidos na alimentacdo de ruminantes pode acarretar riscos

sanitarios aos animais e a populacdo. Dentre esses produtos, cama aviaria, geralmente
contém proteinas de origem animal em sua composicéo, podendo dar origem ao mal da
vaca louca. A ocorréncia de um caso cléassico de vaca louca poderia causar prejuizos
econdmicos ao Brasil, como ocorrido nos paises acometidos por essa doenca.

As fraudes e adulteracdes ocorridas na carne, e 0 uso de proteinas de origem
animal na alimentagdo de ruminantes, aumentam a demanda por ferramentas como 0s
isGtopos estaveis, que se destacam nas pesquisas de rastreabilidade e certificacdo de
alimentos, auxiliando na garantia da qualidade.

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

No presente estudo, houve a recusa, a principio, da dieta com o ingrediente cama
aviaria, uma vez que esses animais nunca tiveram contato com 0 mesmo, por isso
também podem ser realizados novos experimentos com diferentes niveis de inclusdo da
cama de aviario na dieta de ruminantes ou farinha de carne e 0ssos, que também é um
ingrediente proibido no pais, para verificar qual o limite de deteccdo pela analise dos

isGtopos estaveis.
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ANEXO |
FA AN f "
By uNveRsiDADE esTADUAL PAULISTA 7~ " IMVZ - Uunesp
unesp e Faculdade de Medicing Voterinaria ¢ Zootecnia

Campus do Botucatu

ATESTADO

Atesto para os devidos fins, que o Projeto de Pesquisa “Potencial
dos is6topos estaveis de multi-elementos como método de
rastreabilidade da cama de aviario na alimentacdo de bovinos”
Protocolo n® 109/2015 - CEUA, do Professor Carlos Ducatti, a ser
conduzido por Vénia Luzia Fournou de Lima, desta Faculdade, foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) desta
Faculdade.

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, em 04 de setembro
de 2015. )

=

Profa.Ass.Dr2, Maria Licia Gomes Lourenco

Presidente da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu



ANEXO 11

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO ' %
Secretaria de Defesa Agropecuaria : Few 0?3

Departamento de Saide Animal

Coordenagdo Geral de Programas Sanitarios 3 Rab £¥ ‘
Coordenagao da Raiva e das Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis 5
/’SIDSN%/

INFORMAGCAO CRHE N% 2016

Assunto: Pesquisa UNESP em parceria com Mapa.
Data: § de abril de 2016
Referéncia: 21052.013311/2015-98

O processo sob referéncia trata de solicitagdo da UNESP/Botucatu ao Mapa, para
pesquisa de isétopos estaveis para rastreabilidade de cama de aviario na alimentag¢do de
bovinos.

2. Somos favoréveis ac desenvolvimento da pesquisa em questao, mas sob condicoes
especificas, pois € um tema ainda em estudo e somente apés a conclusdo da pesquisa é
que sera possivel observar a pertinéncia de sua divulgacao e aplicagdo. Assim, a
autorizagdo estd condicionada a assinatura de um termo de confidencialidade pela
UNESP/Botucatu quanto & divulgagdo de seu resultado, sendo que tal divulgagéo estara
dependente a um parecer do DSA/SDA/Mapa.

3. Isto posto, sugerimos retorno ao SSA/SFA-SP, para elaboragao do termec acima
citado e demais providéncias, no sentido de dar seguimento & autorizagdo solicitada pela
instituicdo de ensino.

4. Adicionalmente, sugerimos a Unesp que em proximas pesquisas utilize a farinha de

carne e 0ss0s - FCO, e ndo apenas a cama de avidrio, considerando que em varias regioes

do pais o risco de uso da FCO como alimento para bovinos € maior do que para cama de
“ aviario, .

~ Elaine Fatima de Sena
Coordenadora CRHE
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