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CAPITULO 1



Consideracdes iniciais

1. Introducio

A partir da década de 60, a avicultura brasileira passou a ter maior intensidade no
seu processo de produgdo, devido a melhoria genética, a introdugcdo de novas
tecnologias, ao uso de instalacdes mais apropriadas, de alimentagdo racional ¢ da
parceria entre produtor e a agroindustria através de contratos de integra¢do (Carmo,
1999).

A avicultura leva o Brasil ao terceiro lugar entre os maiores produtores de frango
mundiais desde 2003, precedido pela China em segundo e Estados Unidos em primeiro
lugar. A producdo de carne frango do Brasil, hoje estd em 10,98 milhdes de toneladas,
da China esta em 12,1 milhdes de toneladas e os Estados Unidos seguem com 15,98
milhdes de toneladas produzidas (Ubabef, 2010).

No que diz respeito as exportagdes, o Brasil encerrou 2009 com embarques de
3,63 milhdes de toneladas de carne de frango, o que representa 64,3% das carnes
exportadas pelo pais. A carne bovina representa 22,0% das exportagdes, a suina 10,8% e
a de peru 2,9%. Da carne de frango brasileira exportada, 1,37 milhdo de tonelada segue
para o Oriente Médio, 946,9 mil toneladas para a Asia e 507,7 mil toneladas sdo
exportadas para Unido Européia (Ubabef, 2010).

Em conjunto, Arabia Saudita, Emirados Arabes, Iraque, Lémen, Kuwait, Qatar,
Jordania, Oma, Turquia, Bahrein compraram 37,6% do volume total da carne de frango
exportada pelo Brasil, sem contar os paises mugulmanos que nio estdo localizados no
Oriente Médio, e as comunidades mugulmanas espalhadas por todos os continentes. A
Arabia Saudita foi lider, adquirindo 496.400 toneladas (Brchicken, 2010). Os paises
muculmanos sdo hoje o principal destino das exportacdes brasileiras de carne de frango.

Segundo os preceitos do islamismo, religido seguida pelos mugulmanos, sé ¢
permitido comer carne de animais que ndo sejam carnivoros, que tenham sido mortos
sem sofrimento e sacrificados em homenagem a Ald (Deus). Por isso, as empresas
brasileiras fazem questdo de certificar que os seus produtos estdo dentro das
especificacdes (Mdice, 2002).

O Brasil € hoje o principal exportador mundial de frango Halal. Halal significa
licito, permitido, autorizado (permitido ao consumo humano, legal). Alimentos Halal

sdo aqueles cujo consumo ¢ permitido por Deus, pois noo sagrado alcordo, Deus ordena



aos mugulmanos e a toda a humanidade comer apenas alimentos Halal. Halal também ¢
a base de tudo que ¢ licito, na politica, no social, nos atos praticados (conduta), na
justica, nas vestimentas, nas finangas, sendo o resultado de um sistema de produgdo que
busca criar mecanismos que contribuam com a saude humana, criando equilibrio
sustentavel em todo seu processo, segundo a Central Isldmica Brasileira de Alimentos
Halal - CIBAL.

Para exportar carnes para Unido Européia deve-se levar em consideragdo que ¢
proibida a alimentacdo de animais terrestres de uma determinada espécie, exceto
animais destinados a produgdo de peles com pélo, com proteinas animais transformadas,
derivadas dos corpos, ou partes de corpos, de animais da mesma espécie, conforme
capitulo II, se¢do I, artigo 11° do regulamento (CE) N°1069/2009 do parlamento
europeu e do conselho de 21 de outubro de 2009.

Medidas relacionadas a seguranga alimentar para proteger a saude e os interesses
dos consumidores ganharam destaque a partir de episodios ocorridos na década de 90
como a encefalopatia espongiforme bovina (EEB), conhecida como doenca da vaca
louca, surtos de febre aftosa, contaminagdo com dioxina, € a gripe aviaria nos paises
orientais. Diante destes episodios a utilizagdo de subprodutos de origem animal na
alimentacdo animal passou a ser mais discutida e novos conceitos, como a
rastreabilidade, comegaram a ser impostos.

Deste modo, para atender esses mercados que correspondem a 51,6% da
exportagdo brasileira de carne de frango sido necessarias medidas que assegure que aves
ndo tenham sido alimentadas com produtos de origem animal em sua dieta, ¢ neste

sentido, a técnica dos isdtopos estaveis ¢ adequada.

2. Farinhas de Origem Animal

O uso das farinhas de origem animal ¢ vantajoso na formulacdo de ragdes de aves,
pois implica na redug@o dos custos de producdo de ragdes e por conseqiiéncia no custo
de produ¢do animal (Bellaver et al., 2001a; Bellaver, 2005). As boas fontes protéicas
tém em geral alto custo e os ingredientes alternativos podem ser usados, mas na
dependéncia do conhecimento de sua qualidade, preco e o resultado que pode gerar no

desempenho dos animais.



Porém, quando se trata do mercado externo a utilizacdo de subprodutos de origem
animal é proibida, seja por questdes religiosas como € o caso do Oriente Médio, ou por
medidas relacionadas a seguranga alimentar, como na Unido Européia.

O processo basico de produgdo de farinhas animais consiste na retirada dos
excessos de agua, picar e/ou triturar os residuos ndo comestiveis de matanga, quando
isso for necessario devido ao tamanho das pecas, leva-los aos digestores para cocc¢do
com ou sem pressdo, por tempo varidvel dependendo do processo, sendo a gordura
drenada, prensada ou centrifugada e o residuo sélido moido na forma de farinha com
especificacdes de granulometria variaveis (Bellaver, 2005).

Algumas farinhas de origem animal foram caracterizadas segundo Bellaver
(2001).

a) Farinha de penas e visceras (FPV): ¢ o produto resultante da cocc¢do, sob pressdo, de
penas limpas e ndo decompostas, bem como visceras de aves abatidas. E permitida a
participacdo de carcacas, desde que a sua inclusdo ndo altere significativamente a
composic¢ao estipulada;

b) Farinha de penas hidrolisadas (FP): é o produto resultante da coccdo, sob pressdo, de
penas limpas e ndo decompostas, obtidas no abate de aves;

c¢) Farinha de visceras (FV): é o produto resultante da coc¢do de visceras de aves, sendo
permitida a inclusdo de cabegas e pés. Ndo deve conter penas e, residuos de
incubatdrios e outras matérias estranhas a sua composi¢do. Nido deve apresentar
contaminacdo com casca de ovo. Na definicdo da Farmland (2001), citado por
Bellaver (2001) na FV ¢ permitida a inclusdo de todas as partes resultantes do abate,
inclusive ovos ndo desenvolvidos, mas nido é permitida a inclusdo de penas, cuja
inclusdo caracteriza adulteragdo. A proteina varia de 55 a 65% e sua cor ¢ dourada a
marrom, com densidade de 545 a 593 kg/m’;

d) Farinha de carne e ossos (FCO): ¢ produzida em graxarias e frigorificos a partir de
0ssos e tecidos animais, apos a desossa completa da carcaca de bovinos e/ou suinos.
Nao deve conter cascos, chifres, pélos, conteudo estomacal, sangue e outras matérias
estranhas. Nos EUA a defini¢cdo da FCO implica em ter no minimo 4 % de fosforo, o
calcio ndo deve exceder a 2,2 vezes o seu nivel e a proteina deve ter solubilidade em
pepsina superior a 86%. A composicdo do material bruto terd significante efeito na

qualidade do produto obtido sendo que a gordura protege a lisina no processamento



da FCO. O sobreaquecimento influencia na palatabilidade e qualidade da FCO e
cuidados especiais devem ser tomados para eliminar os microrganismos prevenindo a
contaminacdo da FCO apos o processamento. Sua cor ¢ de dourada a marron com

densidade de 657 a 689 kg/m3;

e) Farinha de carne (FC): é o produto oriundo do processamento industrial de tecidos

f)

animais. Sdo especificados 5 tipos de FC com base na PB (35, 40, 45, 50 e 55% de
PB).

Farinha de ossos (FO): ¢ o produto obtido apos a moagem e calcinag@o de 0ssos;

g) Farinha de ossos autoclavada (FOA): € o produto seco ¢ moido, obtido de ossos ndo

decompostos e submetidos a tratamento térmico em autoclave;

h) Farinha de sangue (FS): é o produto resultante do processo de cozimento e secagem

)

do sangue fresco. A farinha de sangue convencional ¢ produzida de sangue fresco,
sem conteudo digestivo, exceto em quantidades que podem ser admitidas nas boas
praticas de processamento. A umidade ¢ removida no cozimento convencional. O
produto obtido € vermelho escuro tendendo a preto, insoluvel em agua. O método de
secagem do sangue ¢ provavelmente o fator que mais contribui para a qualidade. Em
altas temperaturas formam complexos com a lisina que é indisponivel aos animais. E
um produto que apresenta problemas de palatabilidade se usado em grandes
quantidades. Sua densidade ¢ de 609 kg/m’;

Farinha integral de peixe (FIP): € o produto seco e moido, obtido de peixes inteiros
de varias espécies, com ou sem extracdo de oleo;

Farinha residual de peixe (FP): é o produto seco moido, obtido pela cocgdo de cortes

de peixes, com ou sem extragdo de oleo;



3. Rastreabilidade

Cada vez mais os consumidores estdo exigindo alimentos seguros, de qualidade e
com origem conhecida e que, de preferéncia, tragam certificagdo que assegure estes
atributos, o desenvolvimento de sistemas que permitam controlar toda a cadeia
produtiva torna-se necessario (Regattieri et al., 2007).

A capacidade de tracar o historico, a aplicacdo ou a localizacdo de um item
através de informacdes previamente registradas (ABNT, 2005).

No que diz respeito a seguranga alimentar, segundo Lombardi (1998), a
rastreabilidade ¢ garantia dada ao consumidor do consumo um produto que € controlado
em todas as fases da producdo. A rastreabilidade € instrumento cada vez mais
importante, pois privilegia as preferéncias e a satisfagdo do consumidor; decorre da
crescente preocupacdo com qualidade e seguranca dos alimentos e ¢ a base para a
implantacdo de um programa de qualidade em toda a cadeia produtiva.

A implementacdo do sistema de rastreabilidade em um aviario de corte devera
abranger desde a producgdo dos avos até os pintinhos de corte, identificando a origem e o
controle das aves, o produtor de onde se originou, os insumos utilizados, os abatedouros
e as unidades produtivas. A identificagdo dos frangos de corte devera ser feita por lote e
ndo por unidade. A caracterizagdo do lote é muito importante, porque é com base nela
que se tem garantia das informag¢des para um possivel rastreamento, se necessario.
Nesse sentido, torna-se necessario que os frangos de corte tenham a mesma idade,
origem e sejam alojados em condi¢des idénticas em um mesmo avidrio (Cima et al.,
2006).

A rastreabilidade complementa o gerenciamento da qualidade de um produto, pois
aplicada isoladamente ndo representa garantia de seguranca ao produto ou ao processo.
Portanto, deve estar agregada a outros sistemas de controle de qualidade, como a
Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) e codigos de boas praticas
(Peixoto, 2008). Por isso, hd necessidade do desenvolvimento de tecnologias
independentes para a autenticacdo de carnes, de modo a tranqiiilizar os consumidores
(Ilbery et al., 2000).

A certificacdo € definida pela ABNT como um conjunto de atividades
desenvolvidas por um organismo independente da relagdo comercial, com o objetivo de

atestar publicamente, por escrito, que determinado produto, processo ou servigo estd em



conformidade com os requisitos especificados. Estes requisitos podem ser: nacionais ou

internacionais. As atividades de certificagdo podem envolver: andlise de documentagio,

auditorias/inspecdes na empresa, coleta e ensaios de produtos, no mercado e/ou na
fabrica, com o objetivo de avaliar a conformidade e sua manuten¢do (Pessoa et al.,

2002).

Em um cenério de aumento do comércio internacional ¢ mais facil dimensionar o
tamanho das barreiras tarifarias impostas aos paises exportadores, sendo que o mesmo
ndo ocorre com as barreiras nao tarifarias, abrindo espago para a colocagdo de restricdes
ambientais, sociais, sanitarias e padrdes de qualidade distintos. Identifica-se a criagdo de
um novo padrdo de concorréncia no qual a obtengdo de custos baixos € necessaria, mas
deixa de ser condi¢@o suficiente. Nesse contexto, a certificagdo € vista como atividade
importante, tendo como objetivo principal proporcionar ao comprador ou usuario do
produto a garantia de conformidade as normas ou especificagdes técnicas estabelecidas.
A questdo da certificacdo pode ser vista sob dois enfoques: atendimento as exigéncias
internacionais (barreira técnicas) e ao mercado interno (diferenciacdo do produto com a
sua conseqiiente valorizag¢do). Assim, atributos de qualidade dos produtos ligados a
segurancga alimentar, boas praticas agricolas e biotecnologia sdo temas presentes no
setor agroindustrial, mobilizando decisdes do setor privado e apresentando impactos
imediatos no desenho de politicas publicas para o setor agricola/agroindustrial
(Conceigdo & Barros, 2005).

Segundo Szyszka (2001) certificagdo pode ser classificada de acordo com os
beneficios obtidos com o sistema de certificagdo quanto a sua importidncia em trés
diferentes dimensdes:

a) Empresas — A certificacdo resulta, além do aumento do nivel de qualidade de seus
processos, produtos ou servicos, em aumento da sua competitividade, pela
diferenciacdo em relacdo aos seus concorrentes além de permitir as empresas
exportadoras atender as exigéncias técnicas nas relagdes de comércio internacional;

b) Consumidores — A certificacdo resulta em oferecer novo parametro de decisdo de
compra: a melhoria da qualidade dos produtos ou servigos, corroborando com o
Codigo de Defesa do Consumidor, pois € por meio da certificacdo que se garante a

conformidade de um produto ou servigo;



c¢) Sociedade — O processo de globalizagdo, conquanto necessario para as relagdes de
comércio internacional, proporciona o surgimento de alguns aspectos estratégicos
que devem ser levados em conta por meio das avaliagdes sistematicas consideradas
pelos mecanismos de certificacdo. Assim, observa-se um grande nimero de clientes
exigindo de seus fornecedores a obtencdo da certificacdo de seus produtos ou
servicos como demonstragdo de sua qualificacdo e garantia de melhor atendimento
aos requisitos contratuais ¢ ainda outras pressdes de diferentes partes interessadas no
processo de certificagdo tais como consultorias, organismos certificadores,
assessorias de imprensa, prémios da qualidade, etc.
O constante aprimoramento do processo de certificagdo da carne de aves pode
prevenir a industria avicola brasileira das barreiras ndo-tarifarias impostas pelos paises
importadores, além de funcionar como ferramenta de exploracdo e conquista de novos

nichos de mercados (Oliveira, 2005).

4. Isétopos estaveis na certificaciio e rastreabilidade de alimentos

Isotopos sdo atomos de um mesmo elemento quimico que diferem em nimero de
néutrons, € por consequéncia apresentam diferentes massas nucleares. A expressdo
estavel significa que ndo emitem radiagdo.

Iso6topo é um termo que vem do grego: ISO (mesmo ou igual) e TOPOS (lugar),
referindo-se ao fato dos elementos ocuparem o mesmo lugar na tabela periddica.
Naturalmente na biosfera sdo encontrados os isotopos dos elementos carbono (C),
hidrogénio (H), oxigénio (O) e, nitrogénio (N).

A medida da relacdo entre isotopos, expressa em delta per mil (6%o), é realizada
pelo espectrometro de massas de baixa resolucdo que mede a concentragdo dos
diferentes is6topos do elemento admitido no sistema sob a forma gasosa (H,, CO,, Ny e
SO,) em relagdo a um padrao internacional definido.

O padrio internacional para os is6topos estaveis do carbono ¢ o Peedee Belemnite
(PDB), sendo aceito universalmente na comparacdo das composi¢des isotopicas do
carbono (Friedman & O'Neil, 1977). O PDB ¢ um carbonato solido de Belemnitela
americana, da formag¢do Peedee da Carolina do Sul, Estados Unidos, empregado

inicialmente como padrdo por Craig (1957). Para os isdtopos estaveis do nitrogénio, o



padrdo internacional ¢ o nitrogénio do ar atmosférico, o qual é considerado mistura
isotdpica homogénea na superficie terrestre.

A analise da variagdo natural da abundancia dos isdtopos estaveis ¢ uma
ferramenta, utilizada em estudos de geologia e arqueologia, que possibilita a
reconstrucdo de dieta prévia de animais (Van der Merve, 1982; DeNiro, 1987) e vem
sendo aplicada de forma crescente e continua em pesquisas agricolas, ecologicas e
fisiologicas (Gannes et al., 1998). Os isOtopos estaveis s@o alternativa promissora em
estudos de processos relacionados a digestao, absor¢do e metabolismo de nutrientes em
humanos e animais, assim como, para identificar a origem e a qualidade de produtos de
origem animal e vegetal.

As composi¢des isotopicas dos tecidos de animais assemelham-se as suas dietas,
em relacdo ao carbono-13 (Minson & Ludlow, 1975; DeNiro & Epstein, 1976, 1978,
Hobson & Clark, 1992a, 1992b), por estar ligado aos processos metabdlicos (Kennedy
& Krouse, 1990), estar presentes em todos os nutrientes capazes de gerar energia aos
animais e por representarem cerca de 50% dos elementos quimicos que compdem o
corpo dos animais superiores (Murray, 1990).

O sinal isotopico das dietas refletido nos tecidos corporais animais varia por volta
de 1%o para o 8'"°C (DeNiro & Esptein, 1978) ¢ em torno de 3%o (2-5%o), para 0 8N,
devido o nitrogénio do organismo animal sofrer enriquecimento em cada elevagdo do
nivel trofico (DeNiro & Epstein, 1981; Koch et al.,1994).

A integragdo da composicdo isotopica do carbono incorporado no corpo do
animal e o que foi perdido na respiracdo e excre¢do deve ser igual a composi¢cdo
isotopica de carbono da dieta, isto ¢ a base da maioria dos pressupostos dos
experimentos que utilizam os isdtopos estaveis do carbono, segundo DeNiro & Epstein
(1978).

O crescente interesse do consumidor em conhecer a origem e a qualidade do
produto que vai consumir e o interesse pela carne de frango produzida exclusivamente
com racdes de origem vegetal faz aumentarem as pesquisas com métodos que permitam
a certificacdo de origem e qualidade de produtos de origem animal.

Para identificar a presenga de subprodutos de origem animal em ragdes para
animais, muitos métodos tém sido propostos, como, hibridizacdo de DNA, ELISA e

PCR (Bloch Junior, 2002). A hibrida¢do de DNA consiste na extragdo do DNA animal



10

da rag@o e sua amplificacdo pela reacdo de polimerase em cadeia. O método de ELISA ¢
um ensaio imuno-enzimatico de anticorpos para os subprodutos de origem animal na
racdo e o método de PCR consiste em testar primers especificos para o gene do
citocromo B do DNA mitocondrial de bovinos e suinos e do gene de colageno para
deteccdo de produto de aves em ragdes animais (Denadai, 2008).

A técnica estabelecida como padrao para deteccdo de proteina animal em racdes é
a microscopia por sedimentacdo, capaz de identificar a presenca de farinha de carne e
ossos em concentragdes de 0,1%, por meio da identificagdo de fragmentos de ossos
presentes na ragdo (Wobeto et al., 2006).

Entretanto, nenhum destes métodos ¢ realizado com o produto final da produgao
animal, o que permite adulteracdo da racdo apds andlises. Nesse sentido, a técnica dos
is0topos estaveis garante seguranca ao consumidor e ao produtor, pois € aplicada a
carne, leite, ovos, entre outros.

Estudos sobre a aplicagdo da andlise de isdtopos na certificagdo de origem e
determinacdo adulteracdo foram realizados em vinho (Robmann et al, 1996; Robmann
et al., 1998; Rossmann, 2001; Majcenovic et al., 2002), queijo (Manca et al., 2001),
manteiga (Rossmann et al., 2000), mel (Padovan, et al., 2003; Schellenberg et al., 2010),
suco de frutas (Simpkins, et al., 2000; Rossmann, 2001; Serra et al., 2005) e leite
(Crittenden et al., 2007).

O uso da razdo isotopica *C/**C foi utilizado por Gonzéles-Martin et al. (2001),
para caracterizacdo do regime dietético de suinos de diferentes linhagens durante a fase
de terminacdo, em amostras de tecido adiposo, por meio de andlises isotdpicas conjuntas
de carbono (8'°C) e enxofre (8°*S).

Piasentier et al. (2003) diferenciaram a origem geografica e o regime de
alimentagio de ovinos, por meio da técnica dos isotopos estaveis do 8°C e §"N.
Devido as diferencas no regime alimentar foram encontradas diferencas nos valores de
8'°C na proteina destes animais e as variagdes nos valores de 8'°N ocorreram em fungéo
do tipo de solo, da presenga de plantas leguminosas ou do préprio metabolismo animal.

Schimidt et al. (2005) usando os is6topos de carbono, nitrogenio e enxofre,
identificaram a origem geografica da carne bovina, além de diferenciar entre sistemas

de produgdo (convencional e orginico). Boner & Forstel (2004), utilizando andlises
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isotdpicas também identificaram a origem geografica e diferiram sistemas produtivos,
convencional e organico, da carne bovina.

Associando isotopos de carbono, nitrogénio e oxigénio, Nakashita et al. (2008),
diferenciaram carne de bovinos da Australia, Japdo e USA e de diferentes regides do
Japdo. Horacek & Min et al. (2010), observaram padrdes tipicos na carne de bovino
proveniente da Coreia, E.U.A., México, Australia e Nova Zelandia, ao utilizar isdtopos
de C, N e H.

No Brasil, pesquisas utilizando os isotopos estaveis do carbono e nitrogénio estdo
sendo desenvolvidas no Centro de Isétopos Estaveis Ambientais (CIEA) do Instituto de
Biociéncias (IB), em conjunto com a Faculdade de Medicina Veterinaria ¢ Zootecnia
(FMVZ), ambos da UNESP — Botucatu, no intuito de identificar a utilizacdo de
subprodutos de origem animal na alimenta¢do de frangos de corte. Tais estudos estdo
sendo desenvolvidos, visto a necessidade de métodos que auxiliem na certificacdo da
carne de frango, visto as exigéncias do mercado externo, quanto a utilizagdo de
subprodutos de origem animal na alimentagdo destas aves.

Deste modo, a razdo isotdpica do carbono em associagdo a razdo isotdpica do
nitrogénio permitiu identificar na alimentacdo de frangos de corte a presenca de farinha
de carne e ossos bovina (Carrijo et al., 2006), de farinha de visceras de aves (Oliveira et
al., 2010), de farinha de visceras de aves e farinha de carne e ossos bovina, juntamente
com levedura e farelo de trigo (Gottmann et al., 2008).

Os estudos realizados para avaliar a inclusdo das farinhas de origem animal na
dieta de frangos de corte realizados até o presente momento, dividiram o periodo de
criagdo das aves em duas fases (inicial e final), o que ndo condiz com a realidade das
industrias avicolas. A utilizacdo de duas fases de criagdo e ingredientes provenientes de
um mesmo lote ocorreu para diminuir a variagdo do sinal isotdpico das dietas entre cada
fase. Esta variacdo isotdpica € ocasionada pela alteracdo na quantidade dos ingredientes
utilizados para compor a dieta de cada fase de cri¢gdo de acordo com balango nutricional.

Porém, para aplicag@o pratica da técnica dos isdtopos estaveis, estudo utilizando
quatro fases de criagdo: pré-inicial (1 a 7 dias), inicial (8 a 21 dias), crescimento (22 a
35 dias) e final (36 a 42 dias), de modo a ficar mais proximo a realidade da produg¢éo de
frango de corte, com dietas formuladas com ingredientes provenientes de lotes

diferentes e com a coleta de amostras realizadas a cada semana, durante o periodo de
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criagdo faz-se necessario para o aprimoramento da técnica e sua aplicagdo no processo

de certificag@o e rastreabilidade de produtos avicolas.

O Capitulo 2, intitulado “Isétopos estaveis do carbono e nitrogénio na deteccio
de farinha de visceras de aves nas diferentes fases de alimentacdo de frangos de
corte” encontra-se redigido de acordo com as normas editoriais da Revista PAB —
Pesquisa Agropecudria Brasileira. O presente trabalho teve por objetivo identificar a
inclusdo de niveis crescentes de farinha de visceras na alimentagdo de frangos de corte,
usando os isotopos estaveis de carbono e nitrogénio na analise de sangue e musculo

peitoral a cada semana de criagao.

O Capitulo 3, intitulado “Deteccio da farinha de visceras de aves na
alimentacdo de frangos de corte durante todo o periodo da cria¢do, pela técnica
dos isétopos do carbono (6°C) e do nitrogénio (6"°N)” encontra-se redigido de
acordo com as normas editoriais da Revista PAB — Pesquisa Agropecuaria Brasileira. O
presente trabalho objetivou, identificar a utilizacdo de farinha de visceras de aves na
dieta de algum periodo de criacdo (pré-inicial, inicial, crescimento e/ou final) de frangos
de corte, utilizando os isétopos estaveis do carbono ('*C/**C) e nitrogénio ("’N/'*N) para

analise de sangue e musculo peitoral coletados semanalmente.



13

5. Referéncias Bibliograficas

ABNT 2005- Associacdo Brasileira de Normas Técnicas. NBR ISO 9000. Sistema de
gestio da qualidade — Fundamentos e vocabularios. Rio de Janeiro: ABNT, 2005.

35p.

(CE) n.o 1069/2009 Regulamento do parlamento europeu e do conselho de 21 de
Outubro de 2009. Disponivel em: <http://eur-
ex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=0J:L:2009:300:0001:0033:PT:PDFABN>
2005. Acesso em: 17 set 2010.

BELLAVER, C. Ingredientes de origem animal destinados a fabricagdo de ragdes In:
SIMPOSIO SOBRE INGREDIENTES NA ALIMENTACAO ANIMAL. 2001,
Campinas. Anais... Campinas: 2001, p.167-190.

BELLAVER, C., BRUM, P.A.R. de. et al. Utilizacao de dietas com base na proteina
ideal para frangos de corte de 1 a 42 dias utilizando farinha de visceras de aves. Revista

Brasileira de Ciéncia Avicola. Suplemento 3. Trabalhos de Pesquisa. p.44-45.

FACTA. Campinas. 2001a.

BELLAVER, C.; BRUM, P.A.R.; LIMA, G.M.M.; BOFF, J.; KERBER, J. Substituicido
parcial do farelo de soja pela farinha de visceras de aves em dietas balanceadas com
base na proteina e em aminodacidos totais ou digestiveis para frangos de corte. Revista

Brasileira de Ciéncia Avicola. v.3, n.3, p.233-240, 2001b.

BELLAVER, C. Limitacées e vantagens do uso de farinhas de origem animal na
alimentacio de suinos e de aves. In: 2° Simpdsio Brasileiro Alltech da Industria de
2005. Disponivel em:
<http://www.cnpsa.embrapa.br/sgc/sge_arquivos/palestras_r2v84s4u.pdf> Acesso em:

19 set. 2010.



14

BLOCH JUNIOR, C. Monitoramento da qualidade de racdes brasileiras para ruminantes
por espectrometria de massa. In: SIMPOSIO SOBRE MANEJO E NUTRICAO DE
AVES E SUINOS E TECNOLOGIA DA PRODUCAO DE RACOES, 2002, Campinas.
Anais... Campinas: CBNA, 2002. p.251-252.

BONER, M., FORSTEL, H. Stable isotope variation as tool to trace the authenticity of
beef. Analytical and Bioanalytical Chemistry, v.378, n.2, p.301-310, 2004.

BRCHICKEN. Brazil’s Rigorous Production of Halal Chicken is Sign of Respect
for Muslim Markets. 2010 Disponivel em:

<http://www.brazilianchicken.com.br/publicacoes/br-chicken-04.pdf> Acesso em: 17

set. 2010.

CARMO, R. B. A. Perspectivas para a avicultura de corte na Bahia. Revista Bahia
Agricola. v.3, n.3, 1999. Disponivel em:

<http://www.seagri.ba.gov.br/revista/rev_1199/avi_cort.htm> Acesso em: 17 set. 2010.

CARRIJO, A.S.; PEZZATO, A. C.; DUCATTI, C.; SARTORI, J. R.; TRINCA, L.;
SILVA, E. T. Traceability of Bovine Meat and Bone Meal in Poultry by Stable Isotope
Analysis. Revista Brasileira de Ciéncia Avicola, Campinas, v.8, n.1, p.37-42, 2006.

CIMA, E. G.; AMORIM, L. S. B.; SHIKIDA, P. F. A. A importancia da rastreabilidade
para o sistema de seguranga alimentar na industria avicola. Revista FAE, Curitiba, v.9,

n.1, p.1-12, 2006.

CONCEICAO, J.C.P.R. da & BARROS, A.L.M. 2005. Certificacao e rastreabilidade
no agronegocio: Instrumentos cada vez mais necessarios. Instituto de Pesquisa
Econdmica Aplicada, Texto para Discussdo N° 1122, Brasilia, outubro de 2005, 47p.
Disponivel em:

<http://agencia.ipea.gov.br/images/stories/PDFs/TDs/td_1122.pdf> Acesso em 17 set.
2010.



15

CRAIG, H. Isotopic standards for carbon and oxygen and correction factors for mass-
spectrometric analysis of carbon dioxide. Geochimica et Cosmochimica Acta, v.12,

p.133-149, 1957.

CRITTENDEN, R. G., ANDREW, A. S., LEFOURNOUR, M., YOUNG, M. D.,
MIDDLETON, H., & STOCKMANN, R. Determining the geographical origin of milk
in Australasia using multi-element stable isotope ratio analysis. International Dairy

Journal, v.17, p.421-428, 2007.

DENADALI J. C. Rastreabilidade de farinhas de origem animal em ovos de poedeiras
comerciais pela técnica dos isétopos estaveis do carbono (8"°C) e do nitrogénio (5'°N),
2008. 101f. Tese. (Doutorado em Zootecnia) - Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

DeNIRO, M.J.; EPSTEIN, S. You are what you eat (plus a few %o) the carbon isotope
cycle in food chains. Geological Society of America, v.6, p.834, 1976. (Abstract).

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

DeNiro M.J, Epstein S. Influence of diet on the distribution of nitrogen isotopes in

animals. Geochimica et Cosmichimica Acta, v.45, p.341-351, 1981.

DeNIRO, M.J. Stable isotopes and archaeology. American Scientist, v.75, p.182-191,
1987.

FRIEDMAN I, O'NEIL JR. Compilation of stable isotope fractionation factors of
geochemical interest. In Fleischer M. Editors. Data of Geochemistry 6* ed. United States
government printing office, 1977. p. kk1-kk12.



16

GANNES, L.Z.; DEL-RIO, C.M.; KOCH, P. Natural abundance variations in stable
isotopes and their potential uses in animal physiological ecology. Comparative

Biochemistry and Physiology, New York, v.119A, n.3, p.725-737, 1998.

GONZALEZ-MARTIN, I.; GONZALEZ-PEREZ, C.; HERNANDEZ-MENDEZ, J.;
SANCHEZ GONZALEZ, C. Differentiation of dietary regimen of Iberian swine by
means of isotopic analysis of carbon and sulphur in hepatic tissue. Meat Science, v.58,

p.25-30, 2001.

GOTTMANN, R. Rastreabilidade de subprodutos de origem animal em dietas com
levedura e trigo para frangos. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.43, n.12, p.1641-

1647, 2008.

HOBSON KA, CLARK RG. Assessing avian diets using stable isotopes I: turnover of
13C in tissues. The Condor, v.94, p.181-188, 1992a.

HOBSON KA, CLARK RG. Assessing avian diets using stable isotopes II: factors
influencing diet-tissue fractionation. The Condor, v.94, p.189-197, 1992b.

HORACEK, M.; MIN, J.S. Discrimination of Korean beef of other origen by stable
isotope measurements. Food Chemistry, v.121, p.517-520., 2010.

ILBERY, B., KNEAFSEY, M., BAMFORD, M. Protecting and promoting regional
speciality food and drink products in the European Union. Outlook on Agriculture.

v.29, p.31-37, 2000.

KENNEDY, B.V.; KROUSE; H.R: Isotope fractionation by plants and animals:
implications for nutrition research. Canadian Journal Physiology and Pharmacology.

v.68, p.960-972, 1990.



17

KOCK PL, FOGEL ML, TURONS N. Tracing the Diets of Fossil Animals Using Stable
Isotope in: Lajtha K, Michener RH. editors. Stable in Ecology and Environmental
Science. Blackwell Scientific Publication. p.63-92, 1994.

LOMBARDI, M. C. Rastreabilidade: exigéncia sanitaria dos novos mercados. /n:
Congresso brasileiro das racas zebuinas. A integracio da cadeia produtiva, 3,

1998, Minas Gerais. Anais. Uberaba: Associagao de Criadores de Zebu, 1998, p. 30-96.

MAIJCENOVIC, A. B., SCHNEIDER, R. M., LEPOUTRE, J.-P., LEMPEREUR, V. R.,
BAUMES, R. Synthesis and stable isotope dilution assay of ethane thiol and diethyl

disulfide in wine using solid phase microextraction. Effect of aging on their levels in

wine. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 50, 6653—-6658, 2002.

MANCA, G.; CAMIN, F.; COLORU, G.; Del CARO A.; DETENTORI, D.; FRANCO
M.A.; VERSINI, G. Characterisation of the geographical origin of Pecorino Sardo
cheese by casein stable isotope (*C/'2C and '’N/"*N) ratios and free amino acid ratios.

Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.49, p.1404-1409, 2001.

MDICE — Ministério do Desenvolvimento, Industria € Comércio Exterior. Exportacdes
para o Oriente Médio segundo o Alcorio. 2002. Disponivel em:
http://www.mdic.gov.br/sitio/interna/noticia.php?area=5&noticia=4153. Acesso em:

17 set. 2010.

MINSON, D.J.; LUDLOW, M.M. Differences in natural carbon isotope ratios of milk
and hair from cattle grazing tropical and temperate pastures. Nature, v.256, p.602,

1975.

MOURA, C.C.; DONZELE, J.L.; MELLO, H.V.; COSTA, P.M.A.; TAFURI; M.L.
Farinha de penas e sangue em ragdes para suinos em crescimento. Revista Brasileira

de Zootecnia, v.23, n.4, p.632-641, 1994.



18

MURRAY, R.K. Biomoléculas e métodos bioquimicos. In: MURRAY, R.K. Harper:
Bioquimica. Sdo Paulo: Atheneu. p.4-11, 1990.

NAKASHITA, R., SUZUKI, Y., AKAMATSU, F., IZUMI, Y., KORENAGA, T., &
CHIKARAISHI, Y. Stable carbon, nitrogen, and oxygen isotope analysis as a potential

tool for verifying geographical origin of beef. Analytica Chimica Acta, 617, 148—152,
2008.

OLIVEIRA, R.P ; DUCATTI, C. ; PEZZATO, A.C. ; DENADAI, J. C. ; CRUZ, V.C. ;
SARTORI, J.R. ; CARRIJO, A.S. ; CALDARA, F. R.. Traceability of poultry offal
meal in broiler feeding using isotopic analysis (8'°C and 8'°N) of different tissues.

Revista Brasileira de Ciéncia Avicola / Brazilian Journal of Poultry Science, v.12,

p.13-20, 2010.

OLIVEIRA, R. P. Rastreabilidade da farinha de visceras de aves na alimentacio de
frangos de corte pela técnica dos isbtopos estaveis (5°C e §'°N). 2005. 109 f Tese.
(Doutorado em Zootecnia) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

PADOVAN, G.J.; DE JONG, D.; RODRIGUES, L.P.; MARCHINI, J.S. Detection of
adulteration of commercial honey sample by the *C/'*C isotope ratio. Food Chemistry,

v.82, p. 633-636, 2003.

PEIXOTO, M. Rastreabilidade alimentar: reflexdes para o caso da carne bovina. Textos
para discussdo 47. Consultoria Legislativa do Senado Federal. 2008. Disponivel em:

<http://www.senado.gov.br/senado/conleg/textos_discussao/NOVOS%20TEXTOS/text
047%20-%20Marcus%?20Peixoto.pdf> Acesso em: 10.jul. 2010.

PEREIRA, L.E.J.; DONZELE, J.L.; MELLO, H.V.; LEAO, M.I. Farinha de visceras de
aves em substituicdo ao farelo de soja na alimentagdo de suinos em crescimento e

terminacdo. Revista Brasileira de Zootecnia, v.23, n.6, p.930-939, 1994.



19

PESSOA, Maria Concei¢do P. Y.; SILVA, Aderaldo. S.; CAMARGO, Silas, P.
Qualidade e Certificacido de produtos Agropecuarios. Texto para Discussdo 14,

Embrapa Informag¢do Tecnoldgica, Brasilia, 2002, 191p.

PIASENTIER, E.; VALUSSO, R.; CAMIN, F.; VERSINI, G. Stable isotope ratio
analysis for authentication of lamb meat. Meat Science, v.64, p.239-247, 2003.

REGATTIERI, A.; GAMBERI, M.; MANZINI, R. Traceability of food products:
General framework and experimental evidence. Journal of Food Engineering, v.81, p.

347-356, 2007.

ROBMANN, A.; SCHMIDT, H.L.; HERMANN, A.; RISTOW, R. Multielement stable
isotope ratio analysis of glycerol to determine its origin in wine. European Food

Research and Technology, v.207, p.237-243, 1998.

ROBMANN, A.; SCHMIDT, H. L.; RENIERO, F.; VERSINI, G.; MOUSSA, 1.;
MERLE, M. H. Stable carbon isotope content in ethanol of EC data bank wines from
Italy, European Food Research and Technology, v.203, p.293-301, 1996.

ROSSMANN, A. Determination of stable isotope ratios in food analysis. Food Reviews
International, v.17, 347-381, 2001.

ROSSMANN, A.; HABERHAUER, G.; HOLZL, S.; HORN, P.; PICHLMAYER, F.;
VOERKELIUS, S. The potential of multielement stable isotope analysis for regional
origin assignment of butter. European Food Research and Technology, v.211, p.32-
40, 2000.

SCHELLENBERG, A., CHMIELUS, S., SCHLICHT, C., CAMIN, F., PERINI, M.,
BONTEMPO, L., et al. Multielement Stable Isotope Ratios (H, C, N, S) of honey from
different European regions. Food Chemistry v.121, p.770-777, 2010.



20

SCHIMIDT, O.; QUILTER, J.M; BAHAR, B.; MOLONEY, A.P.; SCRIMGEOUR,
C.M.; BEGLEY, L.S.; MONAHAN, F.J. Inferring the origin and dietary history of beef
from C, N and S stable analysis. Food Chemistry, v.91, p.545-549, 2005.

SERRA, F., GUILLOU, C. G., RENIERO, F., BALLARIN, L., CANTAGALLO, M. L,
WIESER, M., et al. Determination of the geographical origin of green coffee by
principal component analysis of carbon, nitrogen and boron stable isotope ratios. Rapid

Communications in Mass Spectrometry, v.19, p.2111-2115, 2005.

SIMPKINS, W. A., PATEL, G., HARRISON, M., & GOLDBERG, D. Stable carbon
isotope ratio analysis of Australian orange juices. Food Chemistry, v.70, p.385-390,

2000.

SZYSZKA, 1. Implantacao de Sistemas da Qualidade ISO 9000 e mudancas
organizacionais. 2001. 205f. Dissertacdo (Mestrado em Administracdo) — Escola de

Administragdo. Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Rio Grande do Sul.

UBABEF — Unido Brasileira de Avicultura. Relatério Anual 2009/2010. Disponivel
em: <http://www.brazilianchicken.com.br/publicacoes/relatorio-anual-2010.pdf>.

Acesso em: 17 set. 2010.

VAN DER MERVE, N.J. Carbon isotopes, photosynthesis and archacology. American
Scientist, New Haven, v.70, p.596-606, 1982.

WOBETO AP, FONSECA ASK, LUNGE VR, IKUTA N. Detec¢o de proteina animal
em ragdopela técnica da reagcdo em cadeia da polimerase. In: Conferéncia APINCO
2006 de Ciéncia e Tecnologias Avicolas, 2006, Campinas. Suplemento da Revista
Brasileira de Ciéncia Avicola - Prémio José Maria Lamas da Silva 2006. Campinas :

FACTA, 2006. p.162.



CAPITULO 2

21



22

Isétopos estaveis do carbono e nitrogénio na deteccio de farinha de visceras

de aves nas diferentes fases de alimentacio de frangos de corte

Resumo — O objetivo deste trabalho foi identificar a inclusdo de niveis crescentes de
farinha de visceras (FV) na alimentacdo de frangos de corte, usando os isdtopos estaveis
de carbono e nitrogénio na andlise do sangue e musculo peitoral das aves coletados
semanalmente. Foram utilizados 560 pintos machos (Cobb), com um dia de idade,
distribuidos aleatoriamente em tratamentos: controle (dieta vegetal), os demais
tratamentos tiveram a inclusdo de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0 ¢ 8,0% de FV na
dieta. A cada 7 dias foram separadas ao acaso oito aves (n = 8) por tratamento e
coletados sangue e musculo peitoral para analise da razdo isotopica do carbono e
nitrogénio. Tanto no sangue quanto no musculo peitoral das aves aos 7 dias de idade a
FV foi detectada a partir de 3,5%, valor que ¢ mantido para o sangue aos 14 dias de
idade. No musculo peitoral aos 14 dias a deteccdo foi a partir de 4,0%. Com 21 dias de
idade no sangue a FV foi detectada a partir 2,0% e no musculo peitoral acima de 0,5%
de inclusdo. Aos 28, 35 e 42 dias no sangue foi detectado a partir de 4,0; 2,5 e 3,0%;
respectivamente. No musculo peitoral aos 28 e 35 dias de idade foi identificada a FV em
nivel a partir de 2,0% e oas 42 dias a partir de 1,5%. A coleta de amostras ao longo do
periodo de criagdo é necessaria para acompanhar a varia¢do do nivel de inclusdo de FV
na alimentacdo de frangos de corte, devido as mudangas de dieta de acordo com as fase
de cria¢do de aves. O musculo peitoral comparado ao sangue das aves identifica a FV na
alimentacdo de frangos de corte em menores niveis. A andlise estatistica linear
discriminante é boa ferramenta para identificacdo de menores niveis de inclusdo de FV

na alimenta¢@o de frangos de corte comparada a andlise estatistica manova.

Termos para indexa¢do: Gallus gallus, carbono-13, nitrogénio-15, subproduto de

origem animal, certificacdo.
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Stable isotopes of carbon and nitrogen in the detection of poultry offal meal at

different stages of feeding broilers

Abstract — The aim of this paper was to identify the increasing levels of poultry offal
meal (POM) in feed for broiler chickens using stable isotopes of carbon and nitrogen in
the blood analysis and breast muscle of birds at each week. They were used 560 male
chicks (Cobb), one day age. They were randomly assigned to treatments: control
(vegetable diet), all other treatments had the inclusion of 0.5, 1.0; 1.5; 2.0; 2.5; 3.0; 3.5;
4.0 and 8.0% of POM in the diet. For analysis of the isotope ratio carbon and nitrogen at
every 7 days were separated at random eight birds (n = 8) per treatment and collected
blood and breast muscle. Both in blood as in breast muscle at 7 days old POM was
detected at 3.5%, which is maintained for the blood at 14 days old. In the breast muscle
at 14 days the detection was from 4.0%. Within 21 days of age in the POM blood was
detected from 2.0% in the breast muscle and above the 0.5% inclusion. At 28, 35 and 42
days in the blood was detected from 4.0, 2.5 and 3.0%, respectively. In the breast
muscle at 28 and 35 days of age was identified in the POM level from 2.0% and 42 days
from 1.5%. The collection of samples throughout the growing period is needed to
monitor the level of inclusion variagdo POM in feed for broiler chickens, because of
changes in diet according to the phase of poultry. The breast muscle compared to the
blood of birds identified the POM in the supply of broilers at lower levels. Statistical
analysis of linear discriminant is a good tool for identification of lower levels of

inclusion of POM in feed for broiler chickens compared to Manova statistical analysis.

Indexing terms: Gallus gallus, carbon-13, nitrogen-15, animal byproducts, certification.
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Introducéao

A prética de alimentar as aves com dietas contendo farinha de carnes, visceras e
penas como fonte de proteina, em substitui¢do ao farelo de soja, ¢ comum em empresas
brasileiras, por essas matérias-primas apresentarem custo relativamente baixo e serem
boas fontes de nutrientes quando bem processadas (Moura et al., 1994; Pereira et al.,
1994; Bellaver et al., 2001). Porém, para manter as exportagdes para a Europa e Oriente
Me¢édio, que proibem o uso de farinhas de origem animal nas ragdes dos frangos de corte,
tem ocorrido direcionamento para a fabricacdo de ragdes vegetais com base em milho e
farelo de soja (Bellaver et al., 2005).

A busca por alimentos de qualidade, com origem conhecida e que, de preferéncia,
tragam certificacdo que assegure estes atributos, cada vez mais ¢ exigida pelos
consumidores. O desenvolvimento de um sistema que permita acompanhar toda a cadeia
produtiva torna-se necessario (Regattieri et al., 2007).

No que diz respeito a seguranga alimentar, a rastreabilidade ¢ garantia ao
consumidor de um produto acompanhado em todas as fases da producdo. A
rastreabilidade € instrumento cada vez mais importante para a implantagdo de um
programa de qualidade em toda a cadeia produtiva (Lombardi, 1998).

Rastreabilidade, segundo a Associag¢do Brasileira de Normas Técnicas-ABNT
(2005) definir ¢ definida capacidade de tracar o historico, a aplicagdo ou a localizagdo
de um item através de informagdes previamente registradas. Porém, aplicada
isoladamente, a rastreabilidade ndo traz seguranga ao produto nem ao processo, devendo
estar associada a outros sistemas de controle, como complemento no gerenciamento da
qualidade (Iba et al., 2003).

Para identificar a presenga de subprodutos de origem animal em ragdes para
animais, muitos métodos tém sido propostos, como, hibridizagdo de DNA, ELISA e
PCR (Bloch Junior, 2002). Segundo Wobeto et al. (2006), a técnica estabelecida como
padrdo para detec¢do de proteina animal em ragdes € a microscopia por sedimentagao.

Entretanto, nenhum método para deteccdo da presenca de produtos de origem
animal ¢ aplicado no produto final da produ¢do animal, o que permite adulteragcdo da
racdo apds analises. A técnica dos isotopos estaveis pode ser utilizada neste sentido,
garantindo seguran¢a ao consumidor e ao produtor, pois é aplicada ao produto final,

como carne, leite, ovos, entre outros.
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A deteccdo da presenga de produtos de origem animal na alimentagdo de frangos
de corte, como nas de outras espécies animais, torna-se possivel por meio dos is6topos
estaveis, visto que a assinatura isotdpica da dieta ¢ refletida no organismo dos animais,
pois 0 animal é o que consome isotopicamente, até + 1,0%o para 8"°C e até + 3,0%o para
8N, segundo DeNiro & Epstein (1976, 1978).

Piasentier et al. (2003), por meio da técnica dos isétopos estaveis do 8"°C e 8N,
diferenciaram a origem geografica e o regime de alimentacdo de ovinos. Devido as
diferencas no regime alimentar foram encontradas diferencas nos valores de 8"C na
proteina destes animais e as varia¢des nos valores de 8'°N ocorreram em fun¢io do tipo
de solo, da presenca de plantas leguminosas ou do proprio metabolismo animal.

A razdo isotopica do carbono em associacdo a razdo isotopica do nitrogénio
permitiu rastrear no produto final animal, a farinha de carne e ossos bovino na
alimentacdo de frangos de corte (Carrijo et al., 2006); farinha de visceras de aves na
alimentacdo de frangos de corte (Oliveira, et al., 2010) e codornas (Mori et al., 2007);
farinha de visceras de aves, juntamente com levedura e farelo de trigo, na alimentagao de
frangos de corte (Gottmann et al, 2008) e farinha de carne e ossos bovino na
alimentacdo de poedeiras (Denadai et al., 2008).

Trabalhos realizados até o presente momento para identificar a presenga de
farinha de visceras na dieta de aves dividiram o periodo criacdo em duas fases (inicial e
final), o que distancia da realidade das industrias avicolas e coletaram amostras apenas
ao final do periodo de criagdo.

Deste modo, na intencdo de aprimorar esta técnica o presente trabalho teve por
objetivo identificar a cada semana a inclus@o de niveis crescentes de farinha de visceras
(FV) na alimenta¢do de frangos de corte, usando os isdtopos estaveis de carbono e

nitrogénio na andlise de sangue e musculo peitoral.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido na UNESP — Campus de Botucatu, nas instalagdes
do Laboratério de Nutrigdo de Aves da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
no periodo de 3 de fevereiro a 17 de marco 2009. Foram utilizados 560 pintos de corte
machos da linhagem Cobb, com um dia de idade, vacinados no incubatério contra as
doengas de Gumboro, Marek e Bouba Avidria, dos quais oito foram abatidos no instante
do alojamento para obten¢do do sinal isotopico inicial das aves.

As aves foram alojadas em aviario experimental do tipo convencional,
distribuidas aleatoriamente em boxes de 2,5m’ e em dez tratamentos: controle (dicta
vegetal) e os demais tratamentos tiveram a inclusdo de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5;
4,0 e 8,0% de farinha de visceras de aves (FV) na dieta.

O programa de arracoamento foi dividido em: pré-inicial (1 a 7 dias), inicial (8 a
21 dias), crescimento (22 a 35 dias) e final (36 a 42 dias) e as dietas de cada tratamento
(Tabelas 1, 2, 3 e 4) em cada fase foram formuladas para serem isoprotéicas e
isoenergéticas, a base de milho, farelo de soja, 6leo de soja, fosfato bicalcico, calcario
calcitico, sal comum, DL-metionina, L-lisina e suplementos vitaminico e mineral,
conforme adaptagdes das recomendagdes de Rostagno et al. (2005).

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

O controle da temperatura e ventilagdo ambiental foi feito manualmente pelo
manejo das cortinas laterais do galpdo. Um termOmetro de maxima e minima foi
colocado na altura do piso da instalagdo para auxiliar no controle da temperatura interna

do galpdo. O programa de luz adotado foi constante com 24 horas de luz.
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A cada 7 dias, a partir do alojamento das aves até os 42 dias de idade, foram
tomadas aleatoriamente 8 aves por tratamento para coletas de amostras de sangue e de
musculo peitoral, sendo que, cada ave abatida foi considerada uma repeticéo.

O sangue foi coletado por puncdo na veia braquial com seringa e agulha
descartavel e acondicionado em tubos plasticos descartaveis, sendo que posteriormente
a ave foi sacrificada por deslocamento da articulagdo cranio-cervical para coleta de
amostras de musculo. As amostras do musculo peitoral foram obtidas a partir de corte
de uma fatia de Smm do ter¢o médio longitudinal do esquerdo e acondicionadas em
sacos plasticos. Apds a coleta, tanto as amostras de sangue quanto as amostras de
musculo peitoral foram congeladas a -20°C até o momento da preparacdo para as
analises isotdpicas que foram realizadas no Centro de Isotopos Estéveis do Instituto de
Biociéncias, UNESP — Botucatu.

Para realizacdo das andlises isotdpicas, as amostras de sangue e musculo peitoral
foram descongeladas, sendo que as de musculo peitoral foram lavadas em &gua
destilada e secadas em estufa de ventilagdo forgada (Marconi — Ma 035), a temperatura
de 56°C por 48 horas. Apds a secagem, foram moidas criogenicamente em moinho
criogénico de nitrogénio liquido (Spex — modelo 6750 freezer/Mill). Para moagem em
torno de 2,0 g de cada amostra foi colocada em tubo de policarbonato, juntamente com
a barra magnética, que devidamente fechado, foi imerso em nitrogénio liquido (a -
190°C) dentro do moinho, onde permaneceu por um minuto (pré-congelamento). A
pulverizagdo da amostra ocorreu entdo pelo impacto da barra magnética, submetida ao
campo magnético oscilante (15 impactos/s), com esta amostra congelada durante trés
minutos. Obtendo, deste modo, particulas de granulometria menor que 60 um (Licatti,
1997; Ducatti, 2004).

Das amostras de sangue foram pipetados, em cépsulas de estanho, 0,2 uL para
determinagdo da razdo isotopica do carbono e 1,5 puL para razio isotopica do nitrogénio,
das de musculo peitoral, foram pesados, aproximadamente 50 a 60 pg para carbono e
500 a 600 pg para nitrogénio. As capsulas foram introduzidas por meio de amostrador
automatico no analisador elementar (EA 1108 - CHN - Fisons Instruments, Rodano,
Italia) e analisados no espectrometro de massas de razdes isotdpicas (Delta S - Finnigan

MAT, Bremen, Alemanha).
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Os resultados das andlises foram expressos em delta per mil (0%o), na
terminologia isotdpica, relativos aos padrdes internacionais Peedee Belemnite (PDB)
para o °C e nitrogénio do ar atmosférico para °N, de acordo com a seguinte equagio
geral:

O X (amostra, padrio) = [(Ramostra — Rpadrao) / Rpadrao] X 1000
Onde:
0 X = enriquecimento do is6topo mais pesado do elemento quimico X (C ou N) da
amostra em relacdo ao respectivo padrao internacional.
R = razdo isotépica entre o is6topo menos e o mais abundante, em particular *C/"*C e
ISN/N.

Os dados isotopicos foram submetidos a andlise estatistica multivariada
discriminante linear por meio do pacote estatistico do software Minitab 16 (2010) para
verificar a distingdo e classificacdo das classes homogéneas entre os tratamentos.

A andlise das tabelas, onde foram representados os grupos de resposta, foi
realizada da seguinte forma: na vertical observou-se a redistribuicdo dos individuos para
cada tratamento a partir da analise estatistica utilizada, observando a variacdo isotopica
de cada individuo e na horizontal foram representados os grupos de resposta formados
pela analise em questdo. Deste modo, diagonalmente foram observados os individuos
alocados corretamente conforme tratamento a que pertence e fora da diagonal o grupo
de resposta gerado pela andlise estatistica. Sendo assim, os tratamentos com inclus@o de
FV foram considerados diferentes do tratamento controle, quando estes nio fizeram
parte de grupo onde havia individuos do tratamento controle. Em cada tabela foi
formado um retangulo delimitando onde houve sobreposi¢do dos grupos de resposta que

incluem o tratamento controle.

Resultados e Discussio
As médias dos valores isotopicos encontrados para as amostras de ragdo estio
contidos na Tabela 5 e os valores encontrados para o sangue € o musculo peitoral
encontram-se no Anexo 1.
Por meio da andlise discriminante foram geradas fungdes de classificacdo para o

sangue e musculo peitoral (Anexo 2), para cada periodo avaliado (7, 14, 21, 28, 35 e 42
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dias), a partir das quais formou-se os grupos de resposta para comparagdo dos

tratamentos.

Tabela 5. Valores isotopicos do carbono e nitrogénio nas ragoes.

Pré-inicial Inicial Crescimento Final
% FV 3"°C 3N 3"°C 3N 3"°C 3N 3"C 5N
0,0 -18,26 1,51 -17,84 1,59 -17,59 2,02 -17,38 1,84
0,5 -18,74 1,68 -17,65 1,58 -17,59 1,71 17,17 1,67
1,0 -17,93 1,63 -17,54 1,50  -17,51 2,08 -17,29 1,95
1,5 -17,81 1,98 -17,43 1,40  -17,81 2,16  -16,89 2,01
2,0 -17,84 1,56 -17,08 1,82 -17,83 2,15 -16,80 2,04
2,5 -17,49 1,46  -17,11 1,84  -17,49 2,42 -16,56 2,36
3,0 17,77 1,80  -16,95 1,70 -17,43 2,08 -16,25 2,34
3,5 -17,30 1,25 -16,90 1,38 17,17 2,14 -1632 220
4,0 17,94 2,11 -16,87 1,94  -1636 2,42 -16,31 2,37
8,0 -17,25 1,87  -16,03 2,15 -16,17 2,78 -15,43 2,82

Na Tabela 5 observou-se enriquecimento isotdpico tanto para o carbono quanto
para nitrogénio das dietas pré-iniciais para as dietas finais, em quase todos os
tratamentos. Esse comportamento ocorreu pelo fato das rag¢des finais serem mais
energéticas € menos protéicas, em relacdo as pré-inicias, e isto fez com que fosse
alterada a composicdo percentual dos ingredientes dentro da mesma dieta, havendo
maior quantidade de milho e menor quantidade de farelo de soja nas ragdes finais. Esta
propor¢io tornou a dieta mais rica em “C, pois o milho, uma planta do ciclo
fotossintético C, possui valor isotopico 8'°C = -12,6%o enquanto a soja, planta do ciclo
fotossintético Cs, possui valor isotopico 8'°C = -27,6%o.

Além disso, a inclusdo de FV (8"°C = -16,28%0 ¢ 8'°N = 4,29%0) na dieta
também contribui para enriquecimento em carbono-13 e nitrogénio-15.

Enriquecimento em carbono-13 e nitrogénio-15 quando utilizado farinhas de
origem animal na dieta de frangos de corte também foi observado por Carrijo et al.
(2006), Mori et al. (2007), Gottmann et al. (2008) e Oliveira et al. (2010) em estudos

utilizando aves criadas em duas fases.
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Assim como o valor de 8"°C, o 3'°N da ragdo também variou, de acordo com a
composi¢cdo percentual dos ingredientes na dieta. A diminui¢@o da inclusdo do farelo de
soja, leguminosa que realiza simbiose com micorrizas, de valor isotopico préximo ao
padrdo (Handley & Raven, 1992; Werner & Schimidt, 2002), associada ao aumento do
milho, rico isotopicamente em nitrogénio-15, que depende do nitrogénio do solo (Choi
et al., 2002) e da FV também rica em nitrogénio-15, causada pelo reflexo da dieta do
animal que a deu origem associada ao enriquecimento a cada elevacdo no nivel trofico
do organismo animal (DeNiro & Epstein, 1981), poderia ser a causa do enriquecimento

destas dietas.

Os tratamento com inclusdo de 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 ¢ 8,0% de FV nao
apresentaram enriquecimento isotopico em carbono das dietas iniciais para dietas de
crescimento, talvez devido a utilizagdo do milho e do farelo de soja disponiveis na
fabrica de racdo experimental da UNESP-FMVZ no momento do preparo das ragdes e
estes talvez possam ter apresentado sinais isotdpicos diferentes se provenientes de lotes
diferentes. E as variagdes em relacdo ao enriquecimento em nitrogénio, a ndo ser nos
tratamento com inclusdo de 3,5 e 8,0% de FV, podem ter ocorrido pelo mesmo fato.

Avaliando os resultados representados na Tabela 6, observou-se que com 7 dias
de idade, o sinal isotopico do sangue das aves possibilitou diferir do tratamento controle
quando a inclusdo de FV foi a partir de 3,5%, visto que houve sobreposi¢do dos grupos
de resposta do tratamento controle ao grupo 3,0% de inclusdo da FV.

Para o musculo peitoral das aves aos 7 dias de idade de criag¢do, a detecgdo da
FV também ocorreu quando o nivel de inclusdo da farinha foi a partir de 3,5%, visto que
houve sobreposi¢do do tratamento controle até o grupo de resposta 1,0%, grupo que
continha individuos do tratamento com 3,0% de inclusdo de FV (Tabela 7).

A deteccdo de niveis a partir de 3,5% de inclusdo de FV, tanto para o sangue
quanto para o musculo peitoral, pode ter ocorrido, visto que na primeira semana de vida
que a ave atravessa um dos momentos fisiologicamente mais dificeis, deixando de se
alimentar da dieta enddgena (fundamentalmente rica em proteinas e lipidios presentes
no saco vitelino) e iniciando a alimentagdo por dieta exdgena a base de proteinas,
lipidios e carboidratos complexos, estes de dificil digestdo pelo trato gastrointestinal, ja

que nesta fase as aves ainda ndo apresentam o complexo enzimatico completamente
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desenvolvido, (Vieira & Moran; 1998 e Rutz et al. 2006) e assim a diferenga isotopica

entre os tecidos ndo ser significativa.

Tabela 6. Classificagdo das amostras de sangue coletadas aos 7 dias de idade, usando
is6topos do carbono e nitrogénio, conforme a inclusdo de farinha de visceras.

0,0% 0,5% 1,0% 1,5% 2,0% 2,5% 3,0% 3,5% 4,0% 8,0%

0,0% 3 1 1 2 1 0 0 0 0 0
0,5% 1 4 3 1 0 0 0 0 0
1,0% 0 1 2 0 0 0 0 0 0 0
1,5% 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0
2,0% 0 0 1 0 2 1 0 1 0 0
2,5% 2 0 0 1 1 3 2 1 0 0
3,0% 1 2 1 1 1 2 5 0 0 0
3,5% 0 0 0 0 2 1 0 4 2 0
4,0% 0 0 0 3 0 0 0 1 5 2
8,0% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6
n 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8

Tabela 7. Classificagdo das amostras de musculo peitoral coletadas aos 7 dias de idade,

usando isétopos do carbono e nitrogénio, conforme a inclusdo de farinha de visceras.

0,0% 0,5% 1,0 1,5% 2,0% 2,5% 3,0% 3,5% 4,0% 8,0%

0,0% 5 0 0 2 0 0 0 0 0 0
0,5% 1 6 2 0 0 0 0 0 0 0
1,0% 2 0 4 1 1 0 2 0 0 0
1,5% 0 2 1 4 0 0 0 0 1 0
2,0% 0 0 1 0 4 0 1 0 0 0
2,5% 0 0 0 0 2 6 2 1 0 0
3,0% 0 0 0 0 1 1 3 0 0 0
3,5% 0 0 0 0 0 0 0 4 2 0
4,0% 0 0 0 1 0 1 0 1 4 1
8,0% 0 0 0 0 0 0 0 2 1 7

n 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8

Com 14 dias, no sangue, o sinal isotdpico do tratamento controle continua a
diferir do sinal isotdpico dos demais tratamentos quando a inclusdo de FV foi a partir de

3,5%, pois observou-se sobreposi¢do do grupo de resposta do tratamento controle ao
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grupo 1,5% de FV, e este grupo continha individuos do tratamento com 3,0% de
inclusdo de FV (Tabela 8). Porém, notou-se que o tratamento com 0,5% de inclusdo de
FV teve todos seus individuos alocados corretamente.

No musculo peitoral, aos 14 dias de idade, a deteccdo da FV ocorreu quando a
inclusdo da farinha foi de 4,0% ou mais, visto que houve sobreposicdo dos grupos

controle até o grupo do tratamento com 3,5% da FV (Tabela 9).

Tabela 8. Classificacdo das amostras de sangue coletadas aos 14 dias de idade, usando

isotopos do carbono e nitrogénio, conforme a inclusdo de farinha de visceras.

0,0% 0,5% 1,0% 1,5% 2,0% 2,5% 3,0% 3,5% 4,0% 8,0%

0,0% 7 0 3 0 0 0 0 0 0 0
0,5% 0 8 0 0 1 0 0 0 0 0
1,0% 0 0 2 1 1 1 0 0 0 0
1,5% 1 0 0 2 1 0 1 0 0 0
2,0% 0 0 1 3 2 2 0 0 0 0
2,5% 0 0 2 0 2 5 1 0 0 0
3,0% 0 0 0 1 1 0 4 2 1 0
3,5% 0 0 0 1 0 0 2 5 1 0
4,0% 0 0 0 0 0 0 0 1 6 0
8,0% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8

N 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
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Tabela 9. Classificacdo das amostras de musculo peitoral coletadas aos 14 dias de

idade, usando isétopos do carbono e nitrogénio, conforme a inclusdo de farinha de

visceras.
0,0% 0,5% 1,0% 1,5% 2,0% 2,5% 3,0% 3,5% 4,0% 8,0%

0,0% 4 0 2 0 0 0 0 1 0 0
0,5% 1 2 1 0 0 0 1 2 0 0
1,0% 2 0 1 4 1 0 0 1 0 0
1,5% 0 1 3 2 1 2 0 0 0 1
2,0% 0 0 0 0 1 1 0 0 2 0
2,5% 0 0 1 1 2 4 0 0 1 0
3,0% 0 2 0 0 0 0 6 3 0 0
3,5% 1 3 0 0 0 0 1 1 0 0
4,0% 0 0 0 0 1 1 0 0 4 3
8,0% 0 0 0 1 2 0 0 0 1 4

n 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8

Ja com 21 dias, o sinal isotopico do sangue foi considerado diferente do
tratamento controle quando a inclusdo de FV foi a partir de 2,0%, visto que houve
sobreposi¢do do grupo controle ao grupo 1,0% que continha individuos do tratamento
com 1,5% de inclusdo de FV (Tabela 10).

Para o musculo peitoral, todos os tratamentos foram considerados diferentes do
tratamento controle, pois o tratamento controle teve todos seus individuos alocados

corretamente, por ndo houve variagdo isotdpica entre os individuos (Tabela 11).
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Tabela 10. Classificacdo das amostras de sangue coletadas aos 21 dias de idade, usando

is6topos do carbono e nitrogénio, conforme a inclus@o de farinha de visceras.

0,0% 0,5% 1,0% 1,5% 2,0% 2,5% 3,0% 3,5% 4,0% 8,0%

0,0% 5 2 1 0 0 0 0 0 0 0
0,5% 2 5 1 0 0 0 0 0 0 0
1,0% 1 1 3 2 0 0 0 0 0 0
1,5% 0 0 2 3 2 0 0 0 0 0
2,0% 0 0 1 2 5 4 0 0 0 0
2,5% 0 0 0 0 0 0 2 2 1 0
3,0% 0 0 0 0 0 3 3 2 1 0
3,5% 0 0 0 0 0 0 1 0 3 0
4,0% 0 0 0 1 1 1 2 4 3 0
8,0% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8

n 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8

Tabela 11. Classificagdo das amostras de musculo peitoral coletadas aos 21 dias de
idade, usando isotopos do carbono e nitrogénio, conforme a inclusdo de farinha de

visceras.

0,0% 0,5% 1,00 1,5% 2,0% 2,5% 3,0 3,5% 4,0% 8,0%

0,0% 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0,5% 0 5 0 0 2 1 0 0 0 0
1,0% 0 1 4 0 2 0 1 1 0 0
1,5% 0 0 0 1 0 1 1 1 2 0
2,0% 0 1 2 0 3 1 1 0 0 0
2,5% 0 1 2 0 0 1 1 1 0 0
3,0% 0 0 0 2 1 3 2 0 0 0
3,5% 0 0 0 3 0 1 1 3 1 0
4,0% 0 0 0 2 0 0 1 2 5 0
8,0% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8

n 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8

No sangue, aos 28 dias, foi possivel diferir o sinal isotopico do tratamento
controle dos tratamentos que continham inclusdo de FV superior a 4,0%. Devido a
sobreposi¢do do grupo de resposta controle ao grupo 1,5% que continha individuos do

tratamento 3,5%, ndo foi possivel detectar diferengas entre esses grupos (Tabela 12).
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O aumento no nivel de FV detectada (2,0% aos 21 dias de cria¢do para 4,0% aos
28 dias) no sangue pode ter sido reflexo da troca de dieta inicial aos 22 dias para dieta
de crescimento, visto que houve variagdo isotopica nestas dietas. A maior variagdo no
nivel de FV identificada no musculo peitoral ocorreu de 14 dias para 21 dias idade, visto
que ndo houve variagdo isotdpica entre os individuos do tratamento controle, o que
sugere novos estudos para verificacdo da quantidade de amostra ideal para comparacio.

Aos 28 dias, no musculo peitoral das aves, de idade da criacdo, observou-se,
diferenca do sinal isotdpico com relacdo ao tratamento controle, quando a inclusdo de
FV foi acima de 2,0%, conforme sobreposicdo do grupo controle ao grupo que contém

individuos do tratamento 1,5% de FV (Tabela 13).

Tabela 12. Classificacdo das amostras de sangue coletadas aos 28 dias de idade, usando

is6topos do carbono e nitrogénio, conforme a inclusdo de farinha de visceras.

0,0% 0,5% 1,0% 1,5% 2,0% 2,5% 3,0% 3,5% 4,0% 8,0%

0,0% 1 1 2 1 1 0 0 2 0 0
0,5% 2 4 2 0 0 0 0 0 0 0
1,0% 3 2 2 2 0 1 0 0 0 0
1,5% 2 0 2 3 3 0 0 1 0 0
2,0% 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
2,5% 0 0 0 0 1 4 1 2 0 0
3,0% 0 0 0 1 2 2 4 1 1 0
3,5% 0 1 0 1 1 0 1 1 0 0
4,0% 0 0 0 0 0 1 2 0 6 0
8,0% 0 0 0 0 0 0 0 0 1 8

n 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
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Tabela 13. Classificagdo das amostras de musculo peitoral coletadas aos 28 dias de
idade, usando isétopos do carbono e nitrogénio, conforme a inclusdo de farinha de

visceras.

0,0 0,5% 1,0 1,5% 2,0% 2,5% 3,0% 3,5% 4,0% 8,0%

0,0% 7 2 1 1 0 0 0 0 0 0
0,5%
1,0%
1,5%
2,0%
2,5%
3,0%
3,5%
4,0%
8,0%

0O O O O O O O O
0 IO O O O O O N W
RO O O O O O~ A
RO O O O O = W O |-
0 IO O = O N W N O O
0 IO O O = h~h W o O O
0o O~ O O O O o O
0O O N~ O O O O O
0 IO N O O~ O O O O
0 ([ O O O O O O O O

n

No sangue das aves, com 35 dias de idade, verificou-se que o sinal isotdpico que
diferenciou do tratamento controle foi do tratamento onde a inclusdo de FV foi acima
2,5% (Tabela 14), sendo que a sobreposi¢do dos grupos de resposta, nesta idade ocorreu
do grupo controle ao grupo com individuos do tratamento com 2,0% de inclusio de FV.

Para o musculo peitoral, assim como ocorreu aos 28 dias, aos 35 dias de idade
diferiu-se do tratamento controle quando a inclusdo de FV foi a partir de 2,0%, visto a
sobreposi¢cdo do grupo controle até o grupo 1,0% que continha individuos do tratamento

com 1,5% de inclusdo de FV (Tabela 15).
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Tabela 14. Classificacdo das amostras de sangue coletadas aos 35 dias de idade, usando

isotopos do carbono e nitrogénio, conforme a inclusdo de farinha de visceras.

0,0% 0,5% 1,0% 1,5% 2,0% 2,5% 3,0% 3,5% 4,0% 8,0%

0,0% 4 1 3 2 0 0 0 0 0 0
0,5% 2 4 0 3 0 0 0 0 0 0
1,0% 2 1 4 1 1 0 0 0 0 0
1,5% 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
2,0% 0 1 1 1 4 2 0 1 1 0
2,5% 0 0 0 0 2 3 0 1 1 0
3,0% 0 0 0 0 0 0 5 2 2 0
3,5% 0 0 0 0 1 1 1 3 0 0
4,0% 0 0 0 0 0 2 2 1 4 0
8,0% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8

n 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8

Tabela 15. Classificagdo das amostras de musculo peitoral coletadas aos 35 dias de
idade, usando isotopos do carbono e nitrogénio, conforme a inclusdo de farinha de

visceras.

0,0% 0,5% 1,00 1,5% 2,0% 2,5% 3,0% 3,5% 4,0% 8,0%

0,0% 7 0 1 0 0 0 0 0 0 0
0,5%
1,0%
1,5%
2,0%
2,5%
3,0%
3,5%
4,0%
8,0%

01O O O O O O O |- O
0O O O O O O =1 N
0O O O OO OO O|NIW BN
0o O O O O = = =
00O NN O = NN~ O O
0O DV O~ = B~ O O O
00O W = N D O O O O
00O = W N O O O O O
0O W N O = N O O O
0|0 O O O O O o O O

n
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Aos 42 dias, para as amostras de sangue, o nivel de inclusdo de FV que difere o
sinal isotopico do tratamento controle ¢ 3,0%, visto que ha sobreposicdo do grupo
controle com grupo onde ocorrem individuos do tratamento com 2,5% de inclusdo de
FV (Tabela 16).

No musculo peitoral, aos 42 dias (Tabela 17), foi possivel diferir do tratamento
controle quando a inclusdo de farinha de visceras foi de no minimo 1,5%, ja que houve
sobreposicdo do grupo controle com o grupo 0,5% que continha individuos do

tratamento 1,0% de inclusao de FV.

Tabela 16. Classificacdo das amostras de sangue coletadas aos 42 dias de idade, usando

isotopos do carbono e nitrogénio, conforme a inclusdo de farinha de visceras.

0,0 0,5% 1,0% 1,5% 2,0% 2,5% 3,0% 3,5% 4,0% 8,0%

0,0% 7 1 0 0 0 0 0 0 0 0
0,5%
1,0%
1,5%
2,0%
2,5%
3,0%
3,5%
4,0%
8,0%

0N O O O O O O O
N0 NI O O O O O O Nlw
0O O O O = = = A~
NI O O O N = = NI
0O O O N W o O
0 IO —m O O OO ]I
0O W = W = O O O O
0O — O P O O O O O
0| LW O O~ O O O
0|0 O O O O O O o O

n
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Tabela 17. Classificagdo das amostras de musculo peitoral coletadas aos 42 dias de

idade, usando isétopos do carbono e nitrogénio, conforme a inclusdo de farinha de

visceras.
0,0% 0,5% 1,0% 1,5% 2,0% 2,5% 3,0% 3,5% 4,0% 8,0%

0,0% 3 3 1 0 0 0 0 0 0 0
0,5% 5 5 1 0 0 0 0 0 0 0
1,0% 0 0 3 2 3 0 0 0 0 0
1,5% 0 0 0 1 2 1 0 0 0 0
2,0% 0 0 2 3 2 1 0 0 0 0
2,5% 0 0 1 2 0 4 0 2 0 0
3,0% 0 0 0 0 1 1 6 2 0 0
3,5% 0 0 0 0 0 1 1 3 1 0
4,0% 0 0 0 0 0 0 1 1 7 0
8,0% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8

n 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8

O tratamento com inclusdo de 8,0% de FV foi o que teve seus individuos
alocados corretamente o maior nimero de vezes, tanto no sangue quanto no musculo
peitoral, ficando clara a diferenga isotopica em carbono e nitrogénio existente entre este
tratamento e o tratamento controle. Nos tratamentos com niveis de inclusido de até 4,0%
de FV a incidéncia de individuos alocados corretamente foi menor. Fato que pode ter
ocorrido devido a variabilidade isotopica individual das aves e/ou pela diferenca
isotdpica destes individuos comparados aos do tratamento controle ndo ser tdo
expressiva.

Na Tabela 20, observou-se que os menores niveis de inclusdo de FV detectados
na alimentacdo das aves, a cada semana, foi no musculo peitoral, além de ser observado
que o menor nivel de inclusdo da farinha, no sangue musculo peitoral, que diferenciou

do tratamento controle foi aos 21 dias de idade.
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Tabela 20. Niveis de inclusdo de farinha de visceras identificados.

Dias Sangue Musculo peitoral
7 3,5% 3,5%
14 3,5% 4,0%
21 2,0% 0,5%
28 4,0% 2,0%
35 2,5% 2,0%
42 3,0% 1,5%

A presen¢a de FV na alimentacdo de frangos de corte também foi estudada por
Oliveira et al. (2010). Estes pesquisadores identificaram aos 42 dias de idade, 4,0% de
FV, analisando a quilha e a tibia das aves, quando avaliaram o musculo peitoral
observaram a inclusdo de 8,0%, porém utilizando para andlise estatistica a Manova. No
presente estudo, aos 42 dias avaliando o musculo peitoral indentificou-se a presenca de
FV a partir de 1,5% de inclusdo, por meio da andlise estatistica multivariada
discriminante.

Estudo para identificagdo de subprodutos de origem animal na alimentacdo de
aves também foram realizados por Denadai et al. (2008 e 2009), porém analisando ovos
e por Mori et al. (2007 e 2008), com codornas.

A andlise discriminante foi utilizada por Franke et al. (2008) para autenticacio
da origem geografica da carne de frango por meio da andlise de multi-elementos e
isotopo de oxigénio, por Horacek & Min (2010) para diferenciar a carne bovina coreana
usando os iso6topos do carbono, nitrogénio e hidrogénio, por Guo et al. (2010), para
rastrear a origem geografica do gado da China, com is6topos do carbono e do nitrogénio
e Sant’Ana et al. (2010) para diferenciar peixes silvestres e de cativeiro utilizando
isotopos de carbono e nitrogénio.

Segundo Horacek & Min (2010), is6topos de carbono, nitrogénio e hidrogénio
na carne bovina da Coréia, EUA, México, Australia e Nova Zelandia mostraram um
padrdo tipico para os respectivos paises. Estes pesquisadores sugerem ainda, que os
principais fatores para diferenciagdo da carne foram o 8'°C, definido pela alimentagio
com plantas C3 ou Cy, 0 8°H que foi influenciado principalmente pela agua consumida

15 . . ~
pelo gado e o 6 °N que foi semelhante para as amostras avaliadas, a ndo ser para as
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australianas, que poderiam conter na alimenta¢cdo material marinho, produtos de origem
animal ou o gado ter sido alimentado em solos ricos em 8"°N.

Heaton et al. (2008) mostraram ser possivel, usando multi-isdtopos, diferir a
origem da carne bovina. Porém a utiliza¢do da analise discriminante canonica foi ttil
quando se tinha informagdes sobre a origem das amostras a serem diferenciadas. A
diferenciagdo de amostras sem informacgdes prévias poderia ser mais complicada. Estes
pesquisadores sugerem que para fornecer informagdes confidveis seria necessario o
conhecimento de informagdes sobre a origem das amostras € compreensdo mais
profunda sobre as concentragdes elementares e a forma com que foram transferidos a
partir do solo e forragem para os tecidos animais e seus respectivos turnover.

Estas colocagdes sugerem a necessidade da coleta de amostra da alimentagao
para andlise conjunta com o tecido do animal. Visto as variagdes no nivel de inclusdo de
FV identificavel na alimentacdo das aves seria interessante que as coletas das amostras
fossem realizadas semanalmente.

A técnica dos isdtopos estaveis mostrou que diferencia a inclusdo de FV na
alimentacdo das aves, porém mais estudos devem ser realizados para aplicagdo da

mesma de forma oficial.

Conclusio

A coleta de amostras ao longo do periodo de criagdo ¢ necessaria para
acompanhar a variacdo do nivel de inclusdo de FV na alimentac¢do de frangos de corte,
devido as mudangas de dieta de acordo com as fase de criacdo de aves.

O musculo peitoral comparado ao sangue das aves identifica a FV na
alimentacdo de frangos de corte em menores niveis.

A andlise estatistica linear discriminante é boa ferramenta para identificagido de
menores niveis de inclusdo de FV na alimentacdo de frangos de corte comparada a

analise estatistica manova.
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Detecciio da farinha de visceras de aves na alimentac¢io de frangos de corte
durante todo o periodo da criagido, pela técnica dos isétopos do carbono (6"C) e do

nitrogénio (5"°N)

Resumo - O presente trabalho objetivou, identificar a utilizagdo de farinha de visceras
de aves (FV) na dieta de alguma periodo de criagdo (pré-inicial, inicial, crescimento
e/ou final) de frangos de corte, utilizando os isdtopos estaveis do carbono e nitrogénio
na andlise de sangue e musculo peitoral das aves, coletados semanalmente. Foram
utilizados 448 pintos machos (Cobb), com um dia de idade. Os tratamentos
experimentais foram: dieta controle (sem inclusdo de FV) durante todo o periodo
experimental; dieta com 4% de FV durante todo o periodo experimental; dieta vegetal
até 7 dias e a partir do 8° dia dieta com 4% FV; dieta vegetal até 21 dias, sendo alterada
para dieta com 4% FV; dieta vegetal até 35 dias e substituida por dieta com 4% FV;
dieta com 4% FV até 7 dias, sendo substituida por dieta vegetal; dieta com 4% FV até
os 21 dias, seguida de dieta vegetal; dieta com 4% FV até 35 dias, alterada para dieta
vegetal até o final do periodo experimental. Aos 42 dias, foram separadas ao acaso oito
aves (n = 8) por tratamento e coletados sangue e musculo peitoral para realizacdo da
analise isotopica. A presenca de FV na dieta de algum periodo de criagdo das aves foi
identificada, a n3o ser quando a alimentagdo com FV aconteceu até os 7 dias. A
utilizacdo de dois tecidos (sangue e musculo peitoral) é necessaria para garantir a
detec¢do da FV na alimenta¢do de frangos de corte nas fases de criacdo (pré-inicial,
inicial, crescimento e final). Para identificar a presenca de FV em algum periodo da
alimentacdo de frangos de corte € necessaria a coleta de amostras ao longo dos periodos
de criagdo. A andlise estatistica linear discriminante ¢ adequada para detectar de FV na

alimentacdo de frangos de corte.

Termos para indexacdo: Gallus gallus, carbono-13, nitrogénio-15, subprodutos de

origem animal, certificacdo.
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Detection of poultry offal meal in feed for broiler during the whole period of

creation, using technique of carbon (6"C) and nitrogen (8"°N) isotopes

Abstract - This study aimed to identify the use of poultry offal meal (POM) in the diet
for some period of creation (pre-starter, starter, grower and / or end) of broiler chickens
using stable isotopes of carbon and nitrogen in the blood test and breast muscle of birds,
collected weekly. They were used 448 male chicks (Cobb), at one day old. The
treatments were: control diet (without including VF) during the experimental period,
diet with 4% POM during the entire experimental period; vegetable diet until 7 days and
from the 8th day diet with 4% POM; vegetable diet until 21 days, being changed to a
diet with 4% POM; vegetable diet until 35 days and replaced with 4% POM diet, diet
with 4% POM up to 7 days, being ousted by vegetable diet, diet with 4% until 21 days
POM followed by vegetable diet, diet with 4% POM 35 days, changed to vegetable diet
until the end of the experiment. At 42 days, were divided at random eight birds (n = 8)
per treatment and collected blood and breast muscle to perform the isotopic analysis.
The presence of FV in the diet for some period of the chickens has been identified,
unless the feeding of FV occurred until 7 days. The use of two tissues (blood and breast
muscle) is necessary to ensure detection of POM in the feeding of broiler chickens in
phases (pre-starter, starter, grower and finisher). To identify the presence of POM in
some period of feeding of broilers is necessary to collect samples over periods of
creation. The linear discriminant statistical analysis is adequate to detect POM in the

diet of broiler chickens.

Index terms: Gallus gallus, carbon-13, nitrogen-15, animal byproducts, certification.
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Introducio

As crises alimentares decorrentes dos surtos do “mal da vaca louca” e de febre
aftosa na Europa provocaram a instituicdo de novos paradigmas nos padrdes de
consumo de alimentos em diversos mercados, sobretudo nos de paises desenvolvidos
(Peixoto, 2008).

Diante das tendéncias internacionais, onde o mercado impde exigéncias a
exportagdo de produtos brasileiros, a rastreabilidade torna-se ferramenta relevante para
assegurar produto de qualidade aos consumidores. Muitos importadores da carne de
frango brasileira, como a Unido Européia e o Oriente Médio, exigem que as aves nao
recebam alimentagdo com ingredientes de origem animal € promotores de crescimento
(Bellaver et al., 2005), ocorrendo direcionamento para producdo de animais alimentados
com racdes estritamente vegetais.

Os riscos de contaminagdo alimentar sdo fisicos, quimicos ou microbiologicos e
podem ocorrer em todos os estagios do processo de produ¢do, desde a matéria prima até
o produto ser finalmente consumido. A legislagdo de paises desenvolvidos € cada vez
mais dura e obriga a adog@o das boas praticas de gestdo da qualidade do International
Standard for Quality Management Systems (ISO) e os principios do sistema Harzard
Analysis of Critical Points (HACCP) em toda a cadeia de alimentos, como medida
fundamental de controle de qualidade e seguranca (Machado, 2005).

Rastreabilidade ¢ definida como a capacidade de tragar o histérico, a aplicagio
ou a localizacdo de um item através de informagdes previamente registradas, de acordo
com a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 2005) . Porém, aplicada
isoladamente ndo traz seguranga ao produto nem ao processo, devendo assim, estar
associada a outros sistemas de controle de qualidade (Iba et al., 2003). Por isso, ha
necessidade do desenvolvimento de tecnologias independentes para a autenticacdo de
carnes, de modo a tranqiiilizar os consumidores, proteger designagdes regionais e
assegurar competi¢do justa (Ilbery et al., 2000).

Neste sentido, a técnica de is6topos estdveis para detectar o tipo de alimento
consumido pelo animal torna-se apropriada.

Os resultados obtidos por Piasentier et al. (2003) mostraram a possibilidade de
certificar a origem geografica e o regime de alimentacdo de ovinos, por meio da técnica
dos isotopos estaveis do 8"°C e 8'°N. Devido as diferencas no regime alimentar foram

. 13 , o .
encontradas diferencas nos valores de 6 °C na proteina destes animais e as variagdes nos
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valores de 8N ocorreram em fungdo do tipo de solo, da presenca de plantas
leguminosas ou do proprio metabolismo animal.

O uso da razio isotopica *C/'*C também foi utilizado por Gonzéles-Martin et al.
(2001), porém para caracterizacdo do regime dietético de suinos de diferentes linhagens
durante a fase de terminacdo, em amostras de tecido adiposo, por meio de andlises
isotdpicas conjuntas de carbono (6"°C) e enxofie (5°'S).

A razdo isotopica do carbono em associagdo a razdo isotdpica do nitrogénio
permitiu rastrear a farinha de carne e 0ssos bovino na alimentagcdo de frangos de corte
(Carrijo et al., 2006), farinha de visceras de aves na alimentagdo de frangos de corte
(Oliveira et al., 2010) e codornas (Mori, et al. 2007) e farinha de visceras de aves,
juntamente com levedura e farelo de trigo, na alimentagdo de frangos de corte
(Gottmann et al., 2008).

Deste modo, o presente trabalho teve por objetivo identificar a presenca de farinha
de visceras de aves (FV) na dieta de determinado periodo de criagdo (pré-inicial, inicial,
crescimento e/ou final) de frangos de corte, utilizando os isétopos estaveis do carbono
(*C/'*C) e nitrogénio ("N/"*N) para analise de sangue e musculo peitoral coletados

semanalmente.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido nas instalagdes do Laboratorio de Nutricdo de
Aves da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP — Campus de
Botucatu no periodo de 3 de fevereiro a 17 de margo 2009. Foram utilizados 448 pintos
de corte machos da linhagem Cobb, com um dia de idade, vacinados no incubatorio
contra as doengas de Gumboro, Marek e Bouba Aviaria.

As aves foram alojadas em avidrio experimental tipo convencional, distribuidas
aleatoriamente em boxes de 2,5m?, sendo que os tratamentos experimentais foram: dieta
controle (sem inclusdo de FV) durante todo o periodo experimental; dieta com 4% de
FV durante todo o periodo experimental; dieta vegetal até 7 dias e a partir do 8° dia
dieta com 4% FV; dieta vegetal até 21 dias, sendo alterada para dieta com 4% FV; dieta
vegetal até 35 dias e substituida por dieta com 4% FV; dieta com 4% FV até 7 dias,
sendo sustituida por dieta vegetal; dieta com 4% FV até os 21 dias, seguida de dieta
vegetal; dieta com 4% FV até 35 dias, alterada para dieta vegetal até o final do periodo

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

O controle da temperatura e ventilagdo ambiental foi feito manualmente pelo
manejo das cortinas laterais do galpdo. Um termdmetro de maxima e minima foi
colocado na altura do piso da instalagdo para auxiliar no controle da temperatura interna
do galpdo. O programa de luz adotado foi constante com 24 horas de luz.

O programa de arracoamento foi dividido em: pré-inicial (1 a 7 dias), inicial (8 a
21 dias), crescimento (22 a 35 dias) e final (36 a 42 dias) e as dietas (Tabelas 1, 2, 3 ¢ 4)
formuladas para serem isoprotéicas e isoenergéticas, a base de milho, farelo de soja,
6leo de soja, fosfato bicalcico, calcario calcitico, sal comum, DL-metionina, L-lisina e
suplementos vitaminico e mineral, conforme adaptagdes das recomendagdes de

Rostagno et al. (2005).
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Tabela 1. Composic@o percentual dos ingredientes e niveis nutricionais calculados das

dietas experimentais pré-iniciais (1 a 7 dias).

Inclusio de farinha de visceras, %

Ingredientes, % 0 4
Milho, moido 56,44 60,22
Soja, farelo 37,48 31,73
Soja, 6leo bruto 1,98 0,52
Visceras, farinha 0,00 4,00
Calcario calcitico 0,93 0,88
Fosfato bicalcico 1,94 1,42
DL-Metionina 0,21 0,20
L-Lisina 0,32 0,33
Sal comum 0,35 0,35
Suplemento vitaminico e mineral " 0,30 0,30
Cloreto de Colina 0,05 0,05
TOTAL 100,00 100,00
Niveis nutricionais calculados
EM, Kcal/kg 2950 2950
PB, % 22 22
Ca, % 0,94 0,94
P disp., % 0,47 0,47
Metionina, % 0,52 0,52
Metionina + Cistina, % 0,81 0,83
Lisina, % 1,33 1,33
Sinal isotopico
8°C -18,26 -17,94
8N 1,51 2,11

(DSuplemento vitaminico-mineral inicial TORTUGA® (por kg de ragdo): manganés 559,86 mg, ferro
434,37 mg, zinco 433,56 mg, cobre 85,65 mg, iodo 5,61 mg, selénio 3,39 mg, vitamina A 106.560 U.L.,
vitamina D5 25.537,5 U.L., vitamina E 148,77 mg, vitamina K3 18 mg, vitamina B, 20,1 mg, vitamina B,
45 mg, vitamina B¢ 24,9 mg, vitamina B, 120 mcg, niacina 300 mg, acido foélico 117,45 mg, acido
pantotéico 7,5 mg, biotina 0,99 mg, antioxidante 42 mg.
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Tabela 2. Composic@o percentual dos ingredientes e niveis nutricionais calculados das

Inclusio de farinha de visceras, %

Ingredientes, % 0 4

Milho, moido 59,62 63,35
Soja, farelo 34,45 28,76
Soja, 6leo bruto 2,19 0,74
Visceras, farinha 0,00 4,00
Calcario calcitico 0,90 0,85
Fosfato bicalcico 1,80 1,27
DL-Metionina 0,16 0,14
L-Lisina 0,18 0,19
Sal comum 0,35 0,35
Suplemento vitaminico e mineral " 0,30 0,30
Cloreto de colina 0,05 0,05
TOTAL 100,00 100,00
Niveis nutricionais calculados

EM, Kcal’kg 3000 3000
PB, % 20,8 20,8
Ca, % 0,88 0,88
P disp., % 0,44 0,44
Metionina, % 0,45 0,45
Metionina + Cistina, % 0,74 0,74
Lisina, % 1,15 1,15
Sinal isotopico

8°C -17,84 -16,87
5N 1,59 1,94

(USuplemento vitaminico-mineral inicial TORTUGA® (por kg de ragio): manganés 559,86 mg, ferro
434,37 mg, zinco 433,56 mg, cobre 85,65 mg, iodo 5,61 mg, selénio 3,39 mg, vitamina A 106.560 U.L.,
vitamina D5 25.537,5 U.L, vitamina E 148,77 mg, vitamina K; 18 mg, vitamina B; 20,1 mg, vitamina B,
45 mg, vitamina B¢ 24,9 mg, vitamina B, 120 mcg, niacina 300 mg, acido félico 117,45 mg, acido
pantoténico 7,5 mg, biotina 0,99 mg, antioxidante 42 mg.
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Tabela 3. Composic@o percentual dos ingredientes e niveis nutricionais calculados das

dietas experimentais de crescimento (22 a 35 dias).

Inclusio de farinha de visceras, %

Ingredientes, % 0 4

Milho, moido 62,39 66,13
Soja, farelo 30,88 25,19
Soja, 6leo bruto 3,17 1,72
Visceras, farinha 0,00 4,00
Calcario calcitico 0,85 0,80
Fosfato bicalcico 1,66 1,13
DL-Metionina 0,16 0,14
L-Lisina 0,20 0,20
Sal comum 0,35 0,35
Suplemento vitaminico e mineral " 0,30 0,30
Cloreto de Colina 0,04 0,04
TOTAL 100,00 100,00
Niveis nutricionais calculados

EM, Kcal/kg 3100 3100
PB, % 19,4 19,4
Ca, % 0,82 0,83
P disp., % 0,41 0,41
Metionina, % 0,44 0,43
Metionina + Cistina, % 0,71 0,72
Lisina, % 1,08 1,07
Sinal isotopico

8°C -17,59 -16,36
8N 2,02 2,42

MSuplemento vitaminico-mineral engorda TORTUGA® (por kg de ragio): manganés 559,85 mg, ferro
434,37 mg, zinco 433,56 mg, cobre 85,65 mg, iodo 5,61 mg, selénio 3,39 mg, vitamina A 88.054,5 U.L.,
vitamina D5 21.264,23 U.L, vitamina E 124,17 mg, vitamina K; 15 mg, vitamina B; 16,74 mg, vitamina
B, 37,47 mg, vitamina B 20,73 mg, vitamina B, 99,9 mcg, niacina 249,75 mg, acido félico 97,74 mg,
acido pantoténico 6,27 mg, biotina 0,84 mg, antioxidante 42 mg.
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Tabela 4. Composi¢c@o percentual dos ingredientes e niveis nutricionais calculados das

dietas experimentais finais (36 a 42 dias).

Ingredientes, % Inclusio de farinha de visceras, %
0 4

Milho, moido 66,40 70,16
Soja, farelo 27,06 21,34
Soja, 6leo bruto 3,17 1,72
Visceras, farinha 0,00 4,00
Calcario calcitico 0,80 0,76
Fosfato bicalcico 1,52 0,99
DL-Metionina 0,15 0,13
L-Lisina 0,23 0,23
Sal comum 0,35 0,35
Suplemento vitaminico e mineral " 0,30 0,30
Cloreto de Colina 0,02 0,02
TOTAL 100,00 100,00
Niveis nutricionais calculados
EM, Kcal’kg 3150 3150
PB, % 18 18
Ca, % 0,76 0,76
P disp., % 0,38 0,38
Metionina, % 0,41 0,41
Metionina + Cistina, % 0,67 0,68
Lisina, % 1,01 1,01
Sinal isotopico
e -17,38 -16,31
5N 1,84 2,37

MSuplemento vitaminico-mineral engorda TORTUGA® (por kg de ra¢io): manganés 559,85 mg, ferro
434,37 mg, zinco 433,56 mg, cobre 85,65 mg, iodo 5,61 mg, selénio 3,39 mg, vitamina A 88.054,5 U.L.,
vitamina D3 21.264,23 U.L,, vitamina E 124,17 mg, vitamina K3 15 mg, vitamina B1 16,74 mg, vitamina
B2 37,47 mg, vitamina B6 20,73 mg, vitamina B12 99,9 mcg, niacina 249,75 mg, acido foélico 97,74 mg,
acido pantoténico 6,27 mg, biotina 0,84 mg, antioxidante 42 mg.
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A cada 7 dias, até os 42 dias, foram tomadas aleatoriamente 8 aves por tratamento
para coleta de amostras de musculo peitoral e sangue.

O sangue foi coletado por puncdo na veia braquial da ave com seringa e agulha
descartavel e acondicionadas em tubos plasticos descartdveis e congeladas,
posteriormente o animal foi sacrificada por deslocamento da articulagdo cranio-cervical
para coleta de amostras de musculo peitoral, que foram obtidas a partir de corte de uma
fatia de Smm do terco médio longitudinal do Pectoralis major esquerdo. As amostras de
musculo peitoral foram acondicionadas em sacos plasticos, e congeladas a -20°C até a
preparagdo para as andlises isotopicas que foram realizadas no Centro de Isdtopos
Estaveis do Instituto de Biociéncias, UNESP — Botucatu.

Para realizagdo das andlises isotdpicas, as amostras foram preparadas segundo
metodologia utilizada por Carrijo et al. (2006), Mori et al. (2007), Gottmann et al.
(2008) e Denadai et al. ( 2009).

Em capsulas de estanho, foram pipetados 0,2 uL de sangue para determinac¢do dos
enriquecimentos isotdpicos do carbono e 1,5 ul para nitrogénio, e pesados,
aproximadamente 50 a 60 pg de peito para carbono e 500 a 600 pg para nitrogénio. As
capsulas foram introduzidas por meio de amostrador automatico no analisador
elementar (EA 1108 - CHN - Fisons Instruments, Rodano, Itdlia) e analisados no
espectrometro de massas de razdes isotopicas (Delta S - Finnigan MAT, Bremen,
Alemanha).

Os resultados das andlises foram expressos em delta per mil (8%o), na
terminologia isotdpica, relativos aos padrdes internacionais Peedee Belemnite (PDB)
para o °C e nitrogénio do ar atmosférico para '°N, de acordo com a seguinte equagio
geral:

O X (amostra, padrio) = [(Ramostra — Rpadrao) / Rpadrao] X 1000
Onde:
d X = enriquecimento do isotopo mais pesado do elemento quimico X (C ou N) da
amostra em relagdo ao respectivo padréo internacional.
R = razio isotdpica entre o isétopo menos e o mais abundante, em particular *C/"*C e

ISN/MN.
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Os dados isotopicos foram submetidos a andlise estatistica multivariada
discriminante linear por meio do pacote estatistico do software Minitab 16 (2010) para
verificar a distingdo e classificagdo das classes homogéneas entre os tratamentos.

Nas tabelas com os grupos de resposta formados, verticalmente encontram-se
informagdes sobre a distribui¢do dos individuos de cada tratamentos pelos grupos de
resposta formados e na horizontal encontram-se os grupos de resposta formados. Para
comparag¢do dos tratamentos foi observado se havia ou ndo individuos dos tratamentos
verificados na mesma linha. Assim, os tratamentos avaliados foram considerados
diferentes quando ndo foram observados individuos dos tratamentos comparados na
mesma linha, ou seja, a presenca de FV na alimentagdo das aves foi indicada quando os

tratamentos diferiram do tratamento controle.

Resultados e Discussiao

As médias dos valores isotdpicos encontrados para as amostras de sangue e
musculo peitoral encontram-se no Anexo 3.

A andlise discriminante gerou fungdes de classificagdo para sangue e musculo
peitoral (Anexo 2), para cada periodo avaliado (7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias), a partir das
quais foram gerados grupos de resposta para comparacdo dos tratamentos com inclusio
de FV e o tratamento controle.

Os grupos de resposta formados para o sangue estdo representados nas Tabelas
5,7,9, 11, 13 e 15; e os grupos formados para o musculo peitoral constam nas Tabelas
6, 8, 10, 12, 14 e 16, de acordo com os periodos de coleta de amostras 7, 14, 21, 28,35 e
42 dias.

Avaliando o sangue e musculo peitoral das aves aos 7 dias de idade, observou-se
que o tratamento em que as aves foram alimentadas com dieta contendo FV durante
todo o periodo experimental diferiu do tratamento controle, pois as aves destes
tratamentos foram alocadas corretamente de acordo com o tratamento a que pertenciam
e o grupo de resposta formado (Tabelas 5 e 6). Esse comportamento foi observado em
todos os periodos em que o sangue e musculo peitral foram avaliados (Tabelas 5, 6, 7, 8,

9,10,11,12,13,14,15e 16).
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Tabela S. Classificacdo das amostras de sangue coletado aos 7 dias de idade, usando

isotopos do carbono e nitrogénio, conforme alimentagdo das aves.

0% 4%
0% 8 0
4% 0 8
n 8 8

Tabela 6. Classificagdo das amostras de musculo peitoral coletadas aos 7 dias de idade,

usando isdtopos do carbono e nitrogénio, conforme alimentagdo das aves.

0% 4%
0% 8 0
4% 0 8
n 8 8

Na avaliacdo do sangue aos 14 dias, verificou-se que o tratamento em que as
aves foram alimentadas com FV até os 7 dias de idade, tendo entdo a dieta substituida
por dieta vegetal; e o tratamento em que as aves foram alimentadas com dieta vegetal
até 7 dias e tiveram a dieta substituida por dieta contendo FV, ndo diferiram do
tratamento controle, ndo sendo possivel identificar a presenga da farinha na alimentagéo
dessas aves. Porém, observou-se no sangue que 6 aves do tratamento em que a mudanga
da dieta foi de FV para dieta vegetal aos 7 dias faziam parte do mesmo grupo de
resposta onde foram alocadas as aves do tratamento controle e que 7 aves do tratamento
em que a substituicdo da dieta foi de dieta vegetal para dieta contendo FV aos 7 dias
faziam parte do mesmo grupo de resposta onde foram alocadas as aves do tratamento
controle. Estas consideragdes demonstram que as aves desses tratamentos estavam
incorporando o sinal isotopico da nova dieta no sangue (Tabela 7).

No musculo peitoral, aos 14 dias, também observou-se que os tratamentos em
que as aves foram alimentadas com FV até os 7 dias de idade, tendo a dieta substituida
por dieta vegetal e o tratamento em que as aves foram alimentadas com dieta vegetal até
7 dias e tiveram a dieta substituida por dieta com FV, ndo diferiram do tratamento

controle (Tabela 8).
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Tabela 7. Classificacdo das amostras de sangue coletado aos 14 dias de idade, usando

isotopos do carbono e nitrogénio, conforme alimentagio das aves.

4% — 0% 0% — 4%
0% (7 dias) (7 dias) 4%
0% 7 3 0 0
4% — 0% (7 dias) 1 3 1 0
0% — 4% (7 dias) 0 2 6 2
4% 0 0 1 6
n 8 8 8 8

Tabela 8. Classificagdo das amostras de musculo peitoral coletado aos 14 dias de idade,

usando isdtopos do carbono e nitrogénio, conforme alimentagdo das aves.

4% — 0% 0% — 4%
0% (7 dias) (7 dias) 4%
0% 6 1 2 0
4% — 0% (7 dias) 0 7 0 0
0% — 4% (7 dias) 2 0 6 0
4% 0 0 0 8
n 8 8 8 8

Foi possivel observar que, no sangue aos 21 dias, as aves alimentadas com dieta
contendo FV até 7 dias de idade ndo diferiram do tratamento controle, pois faziam parte
do mesmo grupo de resposta, ndo sendo possivel a identificar a presenca da FV na
alimentacdo destas aves. J& as aves que foram alimentadas com dieta vegetal até os 7
dias e passaram a receber dieta com FV diferiram das do tratamento controle, o que
permitiu a detec¢do da FV na dieta dessas aves (Tabela 9).

Nas amostras de musculo peitoral coletadas aos 21 dias, verificou-se que tanto o
tratamento em que as aves foram alimentadas com FV até 7 dias quanto o tratamento
em que as aves foram alimentadas com dieta vegetal até os 7 dias, diferiram do
tratamento controle, sendo possivel a identificagdo da FV na alimentagdo das aves

desses tratamentos (Tabela 10).
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Tabela 9. Classificacdo das amostras de sangue coletado aos 21 dias de idade, usando

isotopos do carbono e nitrogénio, conforme alimentagio das aves.

4% — 0% 0% — 4%
0% (7 dias) (7 dias) 4%
0% 5 3 0 0
4% — 0% (7 dias) 3 5 0 0
0% — 4% (7 dias) 0 0 5 3
4% 0 0 3 5
n 8 8 8 8

Tabela 10. Classificacdo das amostras de musculo peitoral coletado aos 21 dias de

idade, usando is6topos do carbono e nitrogénio, conforme alimentacdo das aves.

4% — 0% 0% — 4%
0% (7 dias) (7 dias) 4%
0% 8 0 0 0
4% — 0% (7 dias) 0 6 4 0
0% — 4% (7 dias) 0 2 4 0
4% 0 0 0 8
n 8 8 8 8

Na avaliag¢do tanto do sangue quanto do musculo peitoral aos 28 dias (Tabelas
11 e 12, respectivamente) ndo foi possivel verificar a presenca da FV na alimentagdo
das aves quando a dieta com FV foi substituida por dieta vegetal aos 7 dias, pois as aves
deste tratamento foram alocadas num mesmo grupo de resposta que continha as aves do
tratamento controle. Entretanto, obsevou-se a presenca da FV na alimentacdo das aves
quando aos 7 dias as aves tiveram a dieta vegetal substituida para dieta com FV.

Aos 28 dias de avaliacdo, também foi possivel observar que no tratamento em
que as aves receberam dieta com FV até 21 dias, a identificagdo da FV na alimentacio
das aves s ocorreu na avaliagdo do sangue, visto que nas observagdes realizadas com o
musculo peitoral, as aves deste tratamento foram alocadas em grupos que continham
aves do tratamento controle. Para o tratamento que iniciou com dieta vegetal até 21 dias
sendo substituida por dieta contendo FV, a presenca da FV somente foi observada, no

musculo peitoral (Tabelas 11 e 12).
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Tabela 11. Classificagdo das amostras de sangue coletado aos 28 dias de idade, usando

isotopos do carbono e nitrogénio, conforme alimentagdo das aves.

4% — 0% 4% — 0% 0% — 4% 0% — 4%

0% (7 dias) (21 dias) (21 dias) (7 dias) 4%
0% 5 4 0 1 0 0
4% — 0% (7 dias) 3 3 0 0 0 0
4% — 0% (21 dias) 0 0 5 1 0 1
0% — 4% (21 dias) 0 1 1 5 2 0
0% — 4% (7 dias) 0 0 1 1 5 1
4,0% 0 0 1 0 1 6
n 8 8 8 8 8 8

Tabela 12. Classificacdo das amostras de musculo peitoral coletado aos 28 dias de

idade, usando isdtopos do carbono e nitrogénio, conforme alimentacdo das aves.

4% — 0% 4% — 0% 0% — 4% 0% — 4%
0% (7 dias) (21 dias) (21 dias) (7 dias) 4%

0% 4 2 2 0 0 0

4% — 0% (7 dias) 2 5 0 0 0 0
4% — 0% (21 dias) 2 1 5 0 0 0
0% — 4% (21 dias) 0 0 1 6 0 1
0% — 4% (7 dias) 0 0 0 0 8 2
4% 0 0 0 2 0 5

n 8 8 8 8 8 8

Na avaliagdes realizadas aos 35 dias, observou-se tanto no sangue quanto no

musculo peitoral (Tabela 13 e 14) que ndo foi possivel verificar a presenca da FV na

alimentacdo das aves quando a dieta com FV foi substituida por dieta vegetal aos 7 dias.

No entanto, a presenca da farinha na alimentagdo das aves foi observada nas aves do

tratamento em que a dieta vegetal foi substituida para dieta com FV aos 7 dias,

avaliando o sangue (Tabela 13).

Ainda aos 35 dias de avaliacdo, também foi possivel notar presenca de FV na

alimentacdo das aves, tanto pela andlise do sangue quanto do musculo peitoral, das aves

que iniciaram com dieta vegetal até 21 dias e tiveram a mesma substituida por dieta

contendo FV. No tratamento em que as aves que receberam dieta com FV até 21 dias,

ndo observou-se a presenga da FV alimentagdo das aves (Tabelas 13 e 14).
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Tabela 13. Classificagdo das amostras de sangue coletado aos 35 dias de idade, usando

isotopos do carbono e nitrogénio, conforme alimentagdo das aves.

4% — 0% 4% — 0% 0% — 4% 0% — 4%

0% (7 dias) (21 dias) (21 dias) (7 dias) 4%

0% 5 3 0 0 0 0

4% — 0% (7 dias) 3 5 1 0 0 0
4% — 0% (21 dias) 0 0 6 2 0 0
0% — 4% (21 dias) 0 0 1 4 3 2
0% — 4% (7 dias) 0 0 0 1 2 2
4% 0 0 0 1 3 4

n 8 8 8 8 8 8

Tabela 14. Classificacdo das amostras de musculo peitoral coletado aos 35 dias de

idade, usando isétopos do carbono e nitrogénio, conforme alimentacdo das aves.

4% — 0% 4% — 0% 0% — 4% 0% — 4%

0% (7 dias) (21 dias) (21 dias) (7 dias) 4%

0% 6 2 0 0 0 0

4% — 0% (7 dias) 1 3 1 0 0 0
4% — 0% (21 dias) 1 3 6 0 2 0
0% — 4% (21 dias) 0 0 0 6 0 3
0% — 4% (7 dias) 0 0 1 1 5 0
4% 0 0 0 1 1 5

n 8 8 8 8 8 8

Aos 42 dias de avaliag@o, a presenca de FV na alimentacio foi observada, tando
no sangue quanto no musculo peitoral, das aves dos tratamentos que tiveram a dieta
vegetal substituida por dieta com FV aos 7 e 21 dias e do tratamento que teve a dieta
com FV alterada para dieta vegetal aos 35 dias, pois as aves desses tratamentos nio
foram foram alocadas em grupos que continham as aves do tratamento controle. A FV
ainda foi observada na alimentacdo das aves que foram alimentadas com dieta vegetal

até 35 dias e tiveram a dieta substituida por dieta com FV (Tabela 15 e 16).
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A inclus@o da FV na alimentacdo das aves até 7 ndo foi identificada no sangue
em nenhum dos momentos avaliados e no muasculo peitoral apenas aos 21dias, visto que
nesta idade o tratamento controle ndo apresentou variagdo isotdpica entre as aves (as
aves deste tratamento foram alocadas corretamente de acordo com o tratamento a que
pertenciam e grupo de resposta formado 0%).

A presenca da FV poden ndo ter sido observada na limenta¢do das aves na
primeira semana de vida, pois nesta fase a ave sofre um processo de adaptagdo, do qual
muda seu suprimento nutricional vindo do conteudo do saco vitelino, rico em lipidios,
para uma fonte exdgena a base de proteinas, lipidios e carboidratos complexos, estes de
dificil digestdo pelo trato gastrointestinal, ja que nesta fase as aves ainda ndo
apresentam o complexo enzimatico completamente desenvolvido, (Vieira e Moran;
1998 e Rutz et al. 20006).

No musculo peitoral quando a FV foi utilizada até 21 dias, também ndo foi
possivel detectar a presenga da farinha em todas os periodos avaliados. Para as demais
substituicdes de dieta foi possivel identificar a presenca da FV em algum momento
avaliado.

Oliveira (2005), também nao identificou a presenca FV, quando esta foi utilizada
na alimentagdo das aves até 7 dias e em 8% de inclusdo na dieta, utilizando a Manova
como analise estatistica.

Dietas mais recentes sdo refletidas por tecidos com rapido furnover, enquanto
tecidos com taxas de furnover mais lentas refletem dietas de periodos anteriores. De
modo geral, os tecidos mais ativos metabolicamente (figado, pancreas e tecido adiposo)
apresentam taxas de furnover mais rapidas que os menos ativos, como o colageno dos
ossos (Hobson & Clark, 1992a). Assim, a utilizagdo de um tecido de metabolismo mais
lento e a utilizagdo da analise estatistica multivariada discriminante linear talvez
pudessem identificar a presenca da FV na alimentacdo das aves quando esta farinha
fosse utilizada na alimentacdo das aves até 7 dias.

A presenca da FV na alimentagdo das aves, foi observada por Oliveira (2005)
quando a adicdo da farinha na dieta ocorreu 7, 14, 21, 28 e 35 apos alimentacdo com
dieta vegetal, analisando quilha e tibia aos 42 dias. Quando a substituicdo da dieta

ocorreu para dieta vegetal, 7, 14, 21, 28 e 35 dias ap0ds alimentacdo com FV, a deteccio
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da farinha s6 ocorreu quando as aves foram alimentadas com dieta com FV a partir de
21 dias, analisando aos mesmos tecidos.

Embora, como Oliveira (2005) ressalta, na industria avicola, a maior reducdo de
custo obtida com inclus@o de FV nas ragdes de frangos de corte coincide com o maior
consumo de ragdo pelas aves, ou seja, nas ragdes de crescimento e final.

Sendo assim, tanto o sangue quanto o musculo peitoral mostraram-se eficientes
na deteccdo da FV na dieta de determinado periodo de criacdo das aves, a ndo ser
quando a alimentagdo com FV aconteceu até os 7 dias, o que demonstra a importancia
de um acompanhamento semanal, para aplicagdo da técnica dos isdtopos estaveis de

carbono e nitrogénio na verificacdo da adulteracdo e certificagdo da carne de frango.

Conclusao
A utilizagdo de dois tecidos (sangue e musculo peitoral) ¢ necessaria para
garantir a deteccdo da FV na alimentagdo de frangos de corte nas fases de criagdo (pré-

inicial, inicial, crescimento e final).

Para identificar a presenca de FV em determinado periodo da alimentag¢do de

frangos de corte € necessaria a coleta de amostras ao longo dos periodos de criagéo.

A analise estatistica linear discriminante ¢ adequada para detectar de FV na

alimentacdo de frangos de corte.
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Consideracdes Finais

Visto as imposi¢des do mercado consumidor da carne de frango brasileira diante
das crises ocorridas na década de 90, dentre elas a encefalopatia espongiforme bovina
(EEB), conhecida como doenga da vaca louca, surgiru a necessidade da certificacdo do
padrdo alimentar vegetal das aves e seus produtos.

Deste modo, vem sendo desenvolvida a linha de pesquisa que visa rastrear as
farinhas de origem animal na alimentacdo de frangos de corte, poedeiras e codornas por
meio da razdo isotopica do carbono (*C/'*C), em associacdo a razdo isotopica do
nitrogénio (‘’N/'*N). Essa ferramenta apresenta grande potencial de aplicacio em
estudos com animais de produc¢do, e tem sido utilizada com sucesso nas mais diversas
areas da producdo animal, como por exemplo, avicultura, suinocultura, piscicultura,
ovinocultura, bovinocultura e apicultura, dentre outras.

A técnica dos isdtopos estdveis de carbono e nitrogénio mostra-se eficiente para
auxiliar no processo de certificacdo do padrdo alimentar vegetal. A avaliacdo dos dados
isotopicos pela andlise estatistica multivariada discriminante linear foram detectados na
alimentacdo das aves menores valores de inclusdo de farinha de visceras dos que os
encontrados quando a analises estatistica utilizada foi a Manova.

Visto que a andlise estatistica multivariada discriminante linear utiliza os valores
isotopicos de todas as amostras para comparagdo entre grupos de resposta,
diferentemente da Manova que utiliza a média dos valores para comparacdo entre
tratamentos, novos estudos podem ser realizados a fim de comparar os resultados entre
essas duas andlises. A determinacdo da quantidade de amostra a ser coletada, de
maneira que a variagdo individual das amostras seja minimizada, na andalise estatistica
multivariada discriminante linear, também deve ser determinada.

A avaliag@o de tecidos com metabolismos distintos para detec¢do da utilizagao
de farinha de visceras em alguma fase da alimentacdo das aves por meio da andlise
estatistica multivariada discriminante linear também pode ser proposta.

Para uma padroniza¢do da base alimentar das aves, o conhecimento da variacdo
isotopica existente entre os ingredientes utilizados na avicultura também ¢é importante,

considerando que principalmente para o nitrogénio parece haver diferencas.
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As médias dos valores isotopicos do carbono e nitrogénio, encontradas para as
amostras de sangue e musculo peitoral dos tratamentos do estudo que consta no

Capitulo 2, estdo contidas nas Tabelas 1, 2, 3,4, 5 ¢ 6.

Tabela 1. Valores médios de 8°C e 8N, e seus desvios-padrdo, do sangue e musculo

peitoral de frangos de corte aos 7 dias de idade.

% inclusdo Sangue Musculo peitoral
farinha de visceras s13C 5°N s1C SN
0,0 -20,10 +0,16 4,49 £0,21 -19,56 +£0,17 2,20 £0,13
0,5 -20,35 +£0,20 4,26 £0,35 -19,49 +£0,18 2,51 +£0,10
1,0 -20,26 +0,13 4,23 £0,32 -19,40 £0,20 2,16 +0,33
1,5 -19.99 +0,19 4,57 £0,35 -19,33 £0,20 2,31 +£0,19
2,0 -19.92 +0,18 4,42 £0,21 -19,11 £0,18 2,01 +£0,12
2,5 -19.93 +0,14 4,25 £0,32 -18,86 £0,15 2,06 £0,16
3,0 -20,05 +0,12 4,11 +£0,33 -19,06 £0,18 2,12 +£0,09
3,5 -19,68 +0,20 4,39 +£0,32 -18,51 £0,20 2,31 +0,15
4,0 -19,69 +0,18 4,78 +£0,29 -18,76 £0,19 249 +0,16
8,0 -19.24 +£0,20 4,61 £0,22 -18,31 £0,18 2,54 +£0,06

Tabela 2. Valores médios de 8"°C e 8'°N, e seus desvios-padrio, do sangue e musculo

peitoral de frangos de corte aos 14 dias de idade.

% inclusdo Sangue Musculo peitoral
farinha de visceras e 3N e 3N
0,0 -20,44 £0,17 297 £0,27 -19,37 £0,19 1,91 £0,26
0,5 -20,70 +0,18 4,08 £0,24 -18,67 +0,18 2,18 +0,15
1,0 -20,28 +0,13 297 £0,26 -19,46 £021 225 +0,35
1,5 -20,13 +0,14 3,13 £0,31 -19,09 £0,15 2,05 £0,27
2,0 -20,22 £0,18 3,15 £0,32  -18,97 £0,18 221 £0,26
2,5 -20,11 £0,14 2,89 £0,29 -18,80 +£0,19 2,22 +0,22
3,0 -19.94 +0,18 3,07 £0,35 -18,86 £0,16 2,14 £0,22
3,5 -19,83 +£0,12 3,10 £0,30 -19,73 £0,18 2,29 £0,14
4,0 -19,72 +0,18 3,31 £0,23  -19,55 £0,19 2,13 £0,11

8,0 -19,18 £0,14 3,60 £0,35 -18,73 £0,18 2,44 +0,23
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Tabela 3. Valores médios de 5"°C e 8"°N, e seus desvios-padrdo, do sangue e miisculo

peitoral de frangos de corte aos 21 dias de idade.

% inclusdo Sangue Musculo peitoral
farinha de visceras s13C 5°N s13C §°N
0,0 -20,71 £0,16 2,98 +£0,31 -20,07 +£0,18 2,63 £0,23
0,5 -20,70 £0,12 3,12 £0,33 -19.29 +0,16 2,63 +£0,34
1,0 -20,28 +0,08 3,11 £0,31 -19,10 +0,14 2,57 +£0,32
1,5 -20,24 +£0,19 3,09 £0,28 -18,79 +0,16 2,73 £0,26
2,0 -20,19 +£0,17 3,29 +£0,24 -19,20 +0,18 2,70 £0,16
2,5 -20,07 £0,18 3,50 £0,24 -19,00 +0,21 2,69 £0,09
3,0 -19,97 +0,20 3,52 +0,32 -18,92 0,17 2,69 +0,32
3,5 -19,89 +£0,17 3,37 £0,24 -18,82 +0,19 2,67 £0,20
4,0 -19,89 +0,12 3,35 £0,31 -18,61 +0,16 2,75 £0,26
8,0 -18,99 +£0,10 3,88 £0,22 -17,99 +0,10 2,88 £0,12

Tabela 4. Valores médios de 8"°C e 8'°N, e seus desvios-padrio, do sangue e musculo

peitoral de frangos de corte aos 28 dias de idade.

% inclusdo Sangue Musculo peitoral
farinha de visceras 8"C 8°N s"C §'°N
0,0 -20,23 +0,21 3,80 +£0,26 -19,51 +£0,20 2,67 +0,20
0,5 -20,38 +0,21 391 +£0,32 -19,29 +0,20 2,28 +£0,26
1,0 -20,26 +0,14 3,94 +0,30 -19,28 +0,20 2,20 +£0,21
1,5 -20,05 +0,15 3,90 +£0,29 -19,01 +0,17 2,25 +£0,18
2,0 -19,93 +0,20 3,83 +£0,27 -18,66 +0,20 2,14 +0,16
2,5 -19,85 +0,18 4,19 +0,30 -18,59 +0,18 2,20 +0,17
3,0 -19,69 +0,15 3,81 +0,33 -18,04 +£0,19 2,03 +0,22
3,5 -19.94 +0,18 3,77 +£0,34 -18,20 +£0,20 2,33 +0,14
4,0 -19.44 +0,16 4,26 +0,28 -18,68 +0,17 2,83 +0,26
8,0 -18,97 +0,15 4,17 +£0,35 -17,57 +£0,20 2,62 +0,24
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Tabela 5. Valores médios de 5"°C e 8"°N, e seus desvios-padrdo, do sangue e miisculo

peitoral de frangos de corte aos 35 dias de idade.

% inclusdo Sangue Musculo peitoral
farinha de visceras s13C 5°N s13C §"°N
0,0 -20,35 +£0,20 3,76 £0,26 -19,48 +0,16 2,32 £0,28
0,5 -20,13 +£0,16 3,67 £0,35 -19,09 +0,14 2,25 £0,25
1,0 -20,13 +£0,16 3,80 £0,32 -19,13 £0,15 2,24 £0,18
1,5 -20,16 +£0,14 3,73 £0,18 -18,90 +0,19 2,32 £0,16
2,0 -19,77 +£0,20 3,90 £0,31 -18,65 £0,17 2,50 £0,31
2,5 -19,66 +£0,12 3,71 £0,31 -18,64 +0,15 2,52 £0,26
3,0 -19,37 +£0,14 3,50 £0,35 -18,53 £0,17 2,59 £0,29
3,5 -19,56 +£0,13 3,71 £0,35 -18,44 +0,14 2,67 £0,23
4,0 -19,48 +0,18 3,94 £0,31 -18,48 +0,18 2,44 £0,23
8,0 -18,47 +£0,17 4,16 £0,34 -17,41 £0,16 2,94 £0,29

Tabela 6. Valores médios de 8"°C e 8'°N, e seus desvios-padrio, do sangue e musculo

peitoral de frangos de corte aos 42 dias de idade.

% inclusdo Sangue Musculo peitoral
farinha de visceras s"C 8°N 8"C §'°N
0,0 -20,33 +£0,13 3,45 +0,35 -19,17 +0,15 2,37 +0,16
0,5 -20,04 +0,11 3,58 +0,33 -19,21 +0,10 2,50 +0,20
1,0 -20,10 £0,21 3,86 +0,30 -18,86 £0,20 241 =+£0,16
1,5 -19.94 +0,18 3,81 +0,33 -18,70 £0,18 243 +£0,16
2,0 -19,75 +£0,14 3,73 +0,30 -18,73 £0,17 240 =+0,14
2,5 -19.81 +£0,19 3,75 +0,32 -18,50 £0,16 2,51 =+0,14
3,0 -19,50 +£0,16 3,60 +0,22 -18,18 £0,16 226 =+0,14
3,5 -19.46 +0,11 3,94 +0,31 -18,24 £0,16 2,44 +£0,09
4,0 -19,34 +£0,18 3,70 +0,34 -18,06 £0,17 2,60 +0,09
8,0 -18,55 +£0,15 4,37 +0,32 -17,38 £0,15 2,82 +0,18
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No Capitulo 2, as func¢des discriminantes geradas a partir da analise estatistica
encontram-se nas Tabelas 1, 2, 3, 4, 5 e 6, para as amostras de sangue e nas Tabelas 7,

8,9, 10, 11 e 12 para as de musculo peitoral.

Tabela.1 Fungdes discriminantes para sangue coletado aos 7 dias.

Tratamentos Func¢do discriminante linear
0,0% D =-613,6%5"°C+3,70*5'°N-6173,6
0,5% D = -622,0%5"°C+0,50*5'°N-6329,9
1,0% D =-621,1*8"°C+0,20*5'°N-6308,9
1,5% D =-610,2*5"2C+4,90*5'°N-6110,5
2,0% D = -608,4*5"°C+3,30*5'°N-6066,5
2,5% D = -608,9*5"°C+1,30*5'°N-6069, 1
3,0% D =-613,2*%8"C-0,60*5'°N-6146,2
3,5% D =-601,1*%5"C+3,50*5'°N-5923,5
4,0% D =-600,2*3"3C+7,90*5'°N-5927,2
8,0% D =-586,8*3'"°C+7,10*8'°N-5661,8

Tabela 2. Funcdes discriminantes para sangue coletado aos 14 dias.

Tratamentos Fungfo discriminante linear
0,0% D =-1009*8"°C-213*5'°N-9997
0,5% D =-1008*5"°C-201*5'°N-10.028
1,0% D =-1001*8"C+211*5'°N-9845
1,5% D =-991%5"°C-207*8'"N-9648
2,0% D =-995%3'°C-208*3'°N -9738
2,5% D =-993%3"°C-210*8'"N-9680
3,0% D =-982%5'°C-206*5'"N-9470
3,5% D =-976*5"°C-204*3'"N-9364
4,0% D =-967%5"°C-199*8'°N-9207

8,0% D =-935%33C-187*5'°N-8624




Tabela 3. Fungdes discriminantes para sangue coletado aos 21 dias.

&3

Tratamentos

Func¢do discriminante linear

0,0%
0,5%
1,0%
1,5%
2,0%
2,5%
3,0%
3,5%
4,0%
8,0%

D =-817,7%5"°C-80,3*3'°N-8348,8
D =-816,3*5"°C-78,2*5'°N-8325,1
D = -806,0%5"°C-77,0*5'°N-8118,5
D = -798,0%5"°C-76,0*5'°N-7958,3
D = -794,9%§"3C-73,1*5'°N-7904,8
D = -788,9%5'°C-69,5*5'°N-7796,5
D = -784,5%5"°C-68,7*5'°N-7711,8
D = -782,0%5"°C-70,2*5'°N-7.660,0
D = -782,3*%5"3C-70,5*5'°N-7660,1
D = -743,0%5"°C-58,0*5'°N-6.945,0

Tabela 4. Funcdes discriminantes para sangue coletado aos 28 dias.

Tratamentos

Fungio discriminante linear

0,0%
0,5%
1,0%
1,5%
2,0%
2,5%
3,0%
3,5%
4,0%
8,0%

D = -660,3*5"°C-1,5%5'°N-6674,7
D = -665,0%5"°C-0,5%5'°N-6774,0
D = -661,3*8"°C+0,0*3'°N-6700,2
D = -654,3*8"2C+0,0*3'°N-6559,6
D =-650,6%8"°C-0,5*5'°N-6483,0
D =-647,0%8"°C+3,6*8'°N-6427,6
D =-642,7%8"C-0,2*5'°N-6327,0
D =-651,0%8"C-1,2*5'°N-6487,9
D =-633,3*8"C+5,3*3'°N-6165,5
D =-618,2*%3"C+5,2*3'°N-5874,8

Tabela 5. Fungdes discriminantes para sangue coletado aos 35 dias.

Tratamentos

Funcdo discriminante linear

0,0%
0,5%
1,0%
1,5%
2,0%
2,5%
3,0%
3,5%
4,0%
8,0%

D =-775,4*8"3C+21,0%5'°N-7929,6
D = -767,0%5"°C+20,3*3'°N-7758,1
D = -766,6%5"°C+22,6*3'°N-7758,1
D = -768,2%5'°C+20,9*5'°N-7783,4
D =-753,2%8"°C+22,9*%5'°N-7491,3
D = -748,8%5"°C+21,2*5'°N-7399,0
D =-738,1*8"°C+19,2*5'°N-7181,8
D =-745,0%5°C+21,2*§'°N-7324,2
D =-741,9%83C+23,6*8'°N-7272.6
D =-702,9%8"3C+26,7*8'°N-6545,0




Tabela 6. Fungdes discriminantes para sangue coletado aos 42 dias.
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Tratamentos

Func¢do discriminante linear

0,0%
0,5%
1,0%
1,5%
2,0%
2,5%
3,0%
3,5%
4,0%
8,0%

D = -886,4%5'°C-91,5*5'°N-8850,9
D = -872,9%5"3C-88,2*3'°N-8590,2
D = -867,8%5"°C-84,6*5'°N-8500,2
D = -866,7%5"°C-84,9*3'°N-8477,9
D =-859,0%5"3C-84,7*5'°N-8326.,6
D =-861,2%5"3C-84,8*5'°N-8369, 1
D =-848,3%5"3C-84,5%3'°N-8116,7
D = -844,6%5"°C-80,5*5'°N-8060,2
D = -840,6%5"°C-82,4*3'°N-7975 4
D =-801,3*5"3C-69,9*5'°N-7280,5

Tabela 7. Funcdes discriminantes para musculo peitoral coletado aos 7 dias.

Tratamentos

Fungio discriminante linear

0,0%
0,5%
1,0%
1,5%
2,0%
2,5%
3,0%
3,5%
4,0%
8,0%

D = -633,6%8"°C+97,6*3'°N-6288,0
D = -633,1*%5"°C+109,2*5'°N-6305,6
D = -629,6%5"°C+96,1*5'°N-6208,5
D =-627,7*8"*C+101,5*3"°N-6183,0
D = -620,2*8"C+90,4*5'°N-6016,0
D =-612,4*3"C+92,0%*5'°N-5869,3
D = -618,7*8"°C+94,4*5'°N-5995,0
D =-599,6*3"°C+100,6*8'°N-5651,1
D = -608,9*3"°C+107,8*3'°N-5839,9
D =-594,9%8"°C+109,3*5'°N-5585,0




Tabela 8. Fungdes discriminantes para masculo peitoral coletado aos aos 14 dias.

Tratamentos Func¢do discriminante linear
0,0% D =-727,7%8"C-197,5*5"°N-6854,1
0,5% D =-730,2*8"°C-192,0*5'°N-6913,4
1,0% D =-715,6%8"C-191,1*5'°N-6633,9
1,5% D =-709,6*3"°C-186,2*5'°N-6530,8
2,0% D =-703,5*8'°C-184,0*5'°N-6420,1
2,5% D =-705,5*8"°C-186,1*5'°N-6453,4
3,0% D =-738,1*5'°C-193,9%5'°N-7064,2
3,5% D =-732,6%8"°C-195,0%5'°N-6954,7
4,0% D =-697,6*8'°C-182,9%5'°N-6311,2
8,0% D = -696,8*3'°C-177,8*5'°N-6308,6

Tabela 9. Funcdes discriminantes para musculo peitoral coletado aos 21 dias.

Tratamentos Funcdo discriminante linear
0,0% D =-716,9*8"°C-42,2*3'°N-7138,2
0,5% D = -688,5*5'°C-38,7*3'°N-6588,3
1,0% D = -681,8*5'°C-39,0*3'°N-6459,6
1,5% D = -669,9*3'°C-34,7*3'°N-6245,7
2,0% D = -685,2*8"C-37,2*8'°N-6529,0
2,5% D =-677,9*8"C-36,4*3'"N-6391,2
3,0% D = -674,8*3"°C-36,1*3'°N-6333,9
3,5% D =-671,3*8"C-36,0%3'"N-6267,4
4,0% D = -663,4*3"°C-33,8*3'°N-6127,0

8,0% D = -640,5*5"°C-28,8*5'°N-5721,1




Tabela 10. Funcdes discriminantes para musculo peitoral coletado aos 28 dias.

Tratamentos Func¢do discriminante linear
0,0% D = -524,8%5'%C-9,4*%5'°N-5107,9
0,5% D =-520,2%8"3C-17,7*8'°N-4997.5
1,0% D =-520,1%8"C-19,6*3'°N-4991,9
1,5% D =-512,6%8"C-17,5*3'°N-4851,6
2,0% D =-503,5%8"3C-18,7*3'°N-4678,9
2,5% D =-501,2%8"3C-16,9*5'"N-4640,1
3,0% D = -486,9%5"°C-18,9*3'°N-4372.6
3,5% D =-490,2%8"3C-12,6*5'°N-4447 4
4,0% D =-501,4*5"3C-2,6*8'"N-4679,7
8,0% D =-471,9%8"3C-3,4*3'°N-4141,4

Tabela 11. Fung¢des discriminantes para musculo peitoral coletado aos 35 dias.

Tratamentos Funcdo discriminante linear
0,0% D =-841,2*3"°C-163,6*5'°N-8004,8
0,5% D = -824,5%5"°C-160,8*3'°N-7689,4
1,0% D = -826,2*8"°C-161,3*%5"°N-7721,2
1,5% D =-815,4*3"°C-157,5*8'°N-7524,5
2,0% D =-802,3*3"°C-151,5*8'°N-7292,5
2,5% D =-801,5*8"°C-151,0*5'°N-7278,0
3,0% D =-795,9*8'°C-148,5*5'°N-7180,1
3,5% D =-791,1*8"°C-146,1*5'°N-7097,5
4,0% D =-795,4*3"°C-150,8*5'°N-7166,4

8,0% D = -742,7*8"3C-130,4*8'°N-6275,1




Tabela 12. Funcdes discriminantes para musculo peitoral coletado aos 42 dias.
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Tratamentos

Func¢do discriminante linear

0,0%
0,5%
1,0%
1,5%
2,0%
2,5%
3,0%
3,5%
4,0%
8,0%

D =-739,3*%8"C-21,1*5'°N-7062,3
D = -740,1*%813C-15,6*5'°N-7090.4
D =-726,7*%813C-17,2*5"°N-6831,5
D =-720,3*813C-15,2*3'"N-6716,3
D =-721,6*813C-16,8*3'°N-6737,5
D =-712,0*813C-10,3*3'°N-6573,9
D =-700,9*313C-19,6*5'°N-6348,1
D =-702,1*813C-11,6*5'"N-6389,0
D = -694,0*313C-3,50*3'"N-6262,2
D = -665,9*313C11,0*3'°N-5803,2
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No capitulo 3, os valores isotopicos das amostras do sangue e do musculo

peitoral encontram-se nas Tabelas 1, 2, 3,4, 5, e 6.

Tabela 1. Valores médios de 8°C e 8"°N, e seus desvios-padrio, do sangue e musculo

peitoral de frangos de corte criados até os 7 dias de idade.

Tratamento Sangue Musculo peitoral
s13C SISN s13C SN
0% -20,10 +£0,16 4,49 +0,21 -19,51 £0,12 2,20 +£0,13
4% -19,69 +0,18 4,78 £0,29  -18,74 £0,18 2,49 +0,16

Tabela 2. Valores médios de 8"°C e 8'°N, e seus desvios-padrio, do sangue e musculo

peitoral de frangos de corte criados até os 14 dias de idade.

Tratamento Sangue Musculo peitoral
513C SISN s13C SISN
0% -20,44 +£0,17 297 £0,27  -19,36 £0,21 1,91 +£0,26

4% —> 0% (7 dias) -20,29 +0,19 3,16 £030 -19,88 0,23 2,02 £0,17
0% —> 4% (7 dias) -20,00 £0,17 3,40 £0,31  -1937 £020 2,28 +0,20
4% 19,72 £0,18 331 0,23  -18,67 £0,18 2,18 +0,11

Tabela 3. Valores médios de 8"°C e 3'°N, e seus desvios-padrio, do sangue e misculo

peitoral de frangos de corte criados até os 21 dias de idade.

Tratamento Sangue Musculo peitoral
513C SN s13C 515N
0% -20,71 +0,16 2,98 +0,31 -20,07 +0,18 2,63 £0,23

4% — 0% (7 dias) -20,68 £0,20 3,06 +0,32  -19,25 +£0,21 2,68 £0,32
0% — 4% (7 dias) -19,95 +0,19 3,26 £0,29  -19,21 +0,17 2,63 £0,23
4% -19,89 £0,12 3,35 £0,31 -18,61 +£0,16 2,75 £0,26

Tabela 4. Valores médios de 3"°C e 3'°N, e seus desvios-padrio, do sangue e musculo

peitoral de frangos de corte criados até os 28 dias de idade.

% inclusdo Sangue Musculo peitoral
farinha de visceras 8°C 5N s3C 5N
0% -20,23 £0,20 3,80 +£0,26 -19,51 +0,20 2,67 +£0,20

4% — 0% (7 dias)  -19,82 +0,18 3,87 £0,30 -18,87 £0,14 2,86 +0,35
4% — 0% (21 dias) -19,74 +0,15 4,25 +£0,32 -19,27 £0,20 2,82 +0,30
0% — 4% (21 dias) -20,24 +0,15 3,92 +0,33 -19,62 +£0,20 2,68 +0,10
0% — 4% (7 dias)  -19,54 £0,20 3,87 +£0,23 -18,74 +0,19 2,29 +0,13

4% -19,44 +0,16 4,26 £+0,28 -18,68 +0,17 2,83 +0,26
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Tabela 5. Valores médios de 3"°C e 3'"°N, e seus desvios-padrio, do sangue e musculo

peitoral de frangos de corte criados até os 35 dias de idade.

Tratamento Sangue Musculo peitoral
§13C SN S13C SISN
0% -20,35 £0,20 3,76 £0,26 -19,48 +0,16 2,32 £0,28
4—0%(7dias) -19,64 £0,18 4,15 £0,35 -19,25 +0,19 2,43 +0,24
0 —> 4% (21 dias) -20,22 +£0,15 3,71 £0,29 -19,07 +£0,09 2,48 +0,27
4 — 0% (21 dias) -19,93 +0,14 4,19 £0,35 -18,67 +0,10 2,36 +0,30
0 — 4% (7 dias) -19,47 £0,20 4,12 £0,16 -18,86 +0,19 2,36 +0,08
4% -19,48 +£0,18 3,94 £0,31 -18,48 +0,18 2,44 +0,23

Tabela 6. Valores médios de 8"°C e 8'°N, e seus desvios-padrio, do sangue e musculo

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

Tratamento Sangue Musculo peitoral
513C SISN s13C SISN

0% -20,33 +0,13 3,45 +0,35 -19,17 £0,15 2,37 +0,16
4 — 0% (7 dias) -19,74 +0,14 3,67 +£0,28 -19,07 £0,19 2,32 +0,16
4 - 0% (21 dias) -19,76 £0,20 3,64 +0,31 -19,14 £0,15 2,46 +0,18
4 ->0% (35 dias)  -19,15 +£0,18 3,90 +£0,28 -18,23 0,17 2,40 +0,15
0 > 4% (35 dias) -19,35 +0,16 3,82 £0,30 -18,58 £0,12 2,51 0,15
0—> 4% (21 dias) -19,88 +£0,12 3,53 +£0,30 -18,54 £0,20 2,30 +0,12
0 — 4% (7 dias) -19,24 +£0,12 4,06 £0,28 -18,29 £0,17 2,47 +£0,12

4% -19.34 +0,18 3,70 +0,34 -18,06 £0,17 2,60 +0,09
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No capitulo 3, as funcoes discriminates estdo representadas nas Tabelas 1, 2, 3,

4, 5e 6 para sangue e Tabelas 7, 8, 9, 10, 11, 12 e 13 para o musculo peitoral.

Tabela 1. Fungdes discriminantes para sangue coletado aos 7 dias.

Tratamentos Func¢do discriminante linear
0% D =-924,7*§"3C-271,2*5'°N-8681,7
4%, D =-899,0*513C-257,4*5'°N-8234,7

Tabela 2. Fungdes discriminantes para sangue coletado aos 14 dias.

Tratamentos Func¢do discriminante linear
0% D = -664,3*3"°C+89,5*3'°N-6923,3
4% — 0% (7 dias) D = -659,8*313C+91,6*5'"N-6838,1
0% — 4% (7 dias) D =-651,0*813C+93,9*5'°N-6669,2
4% D = -641,8*513C+92,1*3'°N-6479,3

Tabela 3. Funcdes discriminantes para sangue coletado aos 21 dias.

Tratamentos Func¢do discriminante linear
0% D =-712,1*8"C-38,8*3'°N-7316,9
4% — 0% (7 dias) D =-710,5*%813C-37,8*8'°N-7287,3
0% — 4% (7 dias) D = -684,6%513C-33,2*8'°N-6774,4
4% D = -682,0*813C-32,0*3'°N-6728,0

Tabela 4. Fungdes discriminantes para sangue coletado aos 28 dias.

Tratamentos Func¢do discriminante linear
0% D = -648,7*%8'°C+92,4*5'°N-6735,6
4% — 0% (7 dias)

D = -649,5*813C+93,9%5'°N-6755,9
D = -634,6%513C+96,8*3'°N-6469,8
D = -636,1*313C+92,3*5'°N-6483,1
D =-627,2*%813C+91,7*8'°N-6304,2
D = -624,9%513C+96,2*3'°N-6277,5

4% — 0% (21 dias)

0% — 4% (21 dias)

0% — 4% (7 dias)
4%




Tabela 5. Fungdes discriminantes para sangue coletado aos 35 dias.

Tratamentos Func¢do discriminante linear
0% D = -659,7*8"°C+65,7*5'°N-6836,8
4% — 0% (7 dias) D = -655,6%813C+65,1*3'°N-6749,3
4% — 0% (21 dias) D = -646,6*313C+70,3*3'°N-6590,2
0% — 4% (7 dias) D =-631,9%813C+69,0*3'°N-6294,2
0% — 4% (21 dias) D =-637,2*%813C+69,6*3'°N-6401,3
4% D =-631,9*813C+66,9*3'°N-6286,1

Tabela 6. Funcdes discriminantes para sangue coletado aos 42 dias.

Tratamentos Func¢do discriminante linear
0% D =-862,3*3"°C-65*5""N-8652,1
4% — 0% (7 dias) D = -842,4%513C-61*5'"N-8264,2
4% — 0% (21 dias) D = -835,8*313C-59*3'°N-8140,8
4% — 0% (35 dias) D =-809,1*513C-54*3'°"N-7642,5
0% — 4% (35 dias) D =-836,9%513C-60*3'°N-8161,4
0% — 4% (21 dias) D =-818,3*313C-56*3'°N-7811,8
0% — 4% (7 dias) D = -812,3*813C-52*5'"N-7709,1
4% D = -818,2*813C-57*5'"N-7806,1

Tabela 7. Fungdes discriminantes para peito coletado aos 7 dias.

Tratamentos Func¢do discriminante linear

0% D = -623,8*5"°C-48,3*5'°N-6049,1
4% D =-594,5%§13C-27,5%5'"N-5536,9




Tabela 8. Funcdes discriminantes para peito coletado aos 14 dias
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Tratamentos Func¢do discriminante linear
0% D = -669,1*8"°C-287,4*8'°N-6200,6
4% — 0% (7 dias) D = -684,9%513C-292,6*5'°N-6501,0
0% — 4% (7 dias) D = -662,8*313C-274,1*3'°N-6106,6
4% D = -639,0*813C-264,8*3'°N-5675,1

Tabela 9. Fungdes discriminantes para peito coletado aos 21 dias

Tratamentos Func¢do discriminante linear
0% D = -586,8*8'°C+19,4*5'°N-5913,9
4% — 0% (7 dias) D =-562,8*313C+21,0*8'°N-5445,8
0% — 4% (7 dias) D =-561,5*313C+21,9*5'°N-5423,1
4% D = -543,8*313C+22,7*5'°N-5091,6

Tabela 10. Fun¢des discriminantes para peito coletado aos 28 dias

Tratamentos Func¢do discriminante linear
0% D =-656,5%8"°C+197,0%*5'°N-6668, 1
4% — 0% (7 dias) D = -660,1*313C+198,0*3'°N-6741,3
4% — 0% (21 dias) D = -649,7*313C+198,0*5'°N-6538,8
0% — 4% (21 dias) D =-637,1%813C+195,8%5'°N-6293,0
0% — 4% (7 dias) D = -628,4*%313C+183,9*3'°N-6097,9

4% D = -630,6%513C+193,7*8'°N-6163,6




Tabela 11. Fun¢des discriminantes para peito coletado aos 35 dias.

Tratamentos

Funcdo discriminante linear

0%
4% — 0% (7 dias)
4% — 0% (21 dias)
0% — 4% (21 dias)
0% — 4% (7 dias)
4%

D =-799,5*8"°C+70,5*3'°N-7869,8
D =-790,4*313C+72,8*5'°N-7699,5
D = -782,6*813C+70,6*5'°N-7544,7
D = -766,5%813C+71,1*8'°N-7242,5
D = -774,0%813C+70,2*3'°N-7380,0
D = -758,8*313C+70,9*5'°N-7098,3

Tabela 12. Fun¢des discriminantes para peito coletado aos 42 dias.

Tratamentos

Funcdo discriminante linear

0%
4% — 0% (7 dias)
4% — 0% (21 dias)
4% — 0% (35 dias)
0% — 4% (35 dias)
0% — 4% (21 dias)
0% — 4% (7 dias)

4%

D =-741,5*8"C-174,3*8'°N-6902,2
D = -692,7*313C-144,0*5'°N-6068,0
D = -704,0%813C-154,5*5'°"N-6248,0
D =-713,7*%813C-156,4*5'°N-6420,3
D =-715,9*813C-159,9*5'°N-6452,9
D =-738,5*313C-176,6*5'°N-6838,2
D = -741,2*813C-176,7*3"°N-6890, 1
D =-702,8*313C-157,8*8'°N-6217,0
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