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TURNOVER ISOTOPICO EM LEITE, SANGUE E FEZES DE VACAS
LEITEIRAS ALIMENTADAS COM CAMA DE AVIARIO

RESUMO GERAL.: Por meio do projeto Tematico n°2008/57411-4 foi desenvolvido o
seguinte experimento: Foram utilizadas 12 vacas mesticas, com producdo média de 6
litros/leite/dia, distribuidas em delineamento inteiramente casualizado com seis
repeticbes e dois tratamentos avaliadas por 90 dias, dividido em 2 periodos. Os
tratamentos foram: T1 — controle — dieta estritamente vegetal durante todo o periodo
experimental; T2 — cama de aviario — que teve a inclusdo inicial de cama de aviario na
dieta durante o primeiro periodo experimental de 55 dias e depois dieta vegetal por 35
dias. As vacas foram ordenhadas 1 vez ao dia, e alimentadas, ad libitum, 2 vezes ao dia.
Foram colhidas amostras de leite, sangue e fezes diariamente e analisadas com
espectrometro de massas de razdo isotopica. A partir deste projeto inicial foram
derivados mais projetos: 1) Rastreabilidade da cama de aviario por isétopos estaveis em
bovinos leiteiros, 2) Turnover dos isétopos estaveis do carbono-13 e nitrogénio-15 no
plasma sanguineo e soro do leite de vacas alimentadas com cama de aviario e 0 presente
projeto intitulado: Turnover isotépico em leite, sangue e fezes de vacas leiteiras
alimentadas com cama de aviario, o qual teve como objetivo avaliar o turnover
isotopico de 8*3C e 8*°N no leite, sangue e fezes, ocasionados pela inclusdo da cama de
aviario na dieta de vacas leiteiras, a fim de determinar o tempo de incorpora¢édo do valor
isotopico da dieta. Para mensurar o turnover de 8*3C e §°N em determinado intervalo
de tempo, foi utilizada a funcdo exponencial de primeira ordem. Os dados isotopicos
foram submetidos ao teste t-Student. Foi possivel observar que o tempo experimental
foi suficiente para que ocorresse o turnover total no leite e nas fezes para a incorporagao
de 99% dos atomos de carbono e de nitrogénio para o leite. O sangue ndo conseguiu
atingir o patamar de equilibrio nos periodos avaliados indicando ser um tecido para
deteccdo de dietas de periodos mais longos. O resultado do teste de t Student (p<0,05)
foi semelhante ao encontrado pela analise dos isétopos estaveis mostrando que no
primeiro periodo os valores isotopicos das fezes do T1 diferiram do T2, e para o leite
ndo houve diferenca entre os tratamentos. No segundo periodo, os valores isotopicos
das fezes e do leite do T1 néo diferiram do T2. Os valores isotopicos de & >N no leite
para o 1°periodo diferiram entre 0 T1 e o T2. De acordo com os resultados obtidos

pode-se concluir que o turnover isotépico do *3C nas fezes e do >N no leite indicam



valores de meia vida de 1,4 dias quando houve a troca da dieta contendo cama de

aviario para a somente vegetal.

PALAVRAS-CHAVE: cama de aviario, carbono-13, meia-vida, nitrogénio-15
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CONSIDERACOES INICIAIS

1. Introducéo

Atualmente, o maior produtor mundial de leite sdo os Estados Unidos, seguido
pela India e China. O Brasil ocupa a 4° posi¢do contribuindo com 5,1% de todo o leite
produzido no mundo (FAO, 2016). Em 2015, a producéo brasileira de leite foi de 35
bilhGes de litros e o principal estado produtor foi Minas Gerais com 9,14 bilhdes de
litros, seguido do Parana, Rio Grande do Sul e Goias (IBGE, 2015).

O consumo mundial de leite e seus derivados vém aumentando e a busca por uma
dieta adequada com alimentos saudaveis que contribuem na qualidade de vida tem
gerado a crescente preocupacdo com a qualidade desses alimentos (SILVA; SOUZA,
2006). Esta tendéncia na mudanca alimentar dos consumidores havendo interesse na
carne de animais que ndo consumiram subprodutos de origem animal é um dos
principais fatores que estimulam a busca por novos métodos que permitam rastrear
produtos de origem animal (CRUZ et al., 2012).

Com isso, 6rgdos de fiscalizacdo passaram a exigir dos fornecedores a garantia
quanto a origem e a qualidade nos processos de producdo de alimentos. A
rastreabilidade vem para auxiliar com uma maior visibilidade as boas praticas aplicadas
ao longo da cadeia produtiva, ndo garantindo por si s6 a qualidade dos alimentos sendo
necessaria adequacdo de metodologias complementares (MENDES, 2006).

A andlise dos isotopos estaveis apresenta aplicacdo pratica na nutricdo e
metabolismo animal, utilizando como marcadores naturais os isétopos de C, H, O, N e S

permitindo rastrear a dieta a qual os animais foram submetidos (DUCATTI, 2007).

2. Revisao de Literatura

2.1. Encefalopatia Espongiforme Bovina

A Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB) é uma doenca neurodegenerativa
que afeta o sistema nervoso central dos bovinos e é conhecida popularmente como “mal
da vaca louca”. Esta enfermidade é uma zoonose e tem como agente infeccioso o prion
sendo de carater transmissivel, mas ndo contagioso. Foi descrita pela primeira vezem
novembro de 1986 (ORTOLANI, 1999) e, desde entdo, tem gerado perdas de rebanho
se criacOes de barreiras sanitarias causando grandes prejuizos econémicos (BRASIL,

2008). Humanos que consomem carne ou subprodutos de bovinos contaminados com o



prion podem desenvolver uma variante da doenca de Creutzfeldt-Jakob (vDCJ) que
acomete pessoas jovens (abaixo dos 30 anos) diferentemente da forma tradicional que
afeta idosos acima de 60 anos (BRASIL, 2017)., assim como a EEB nos bovinos a DCJ
leva a morte.

O prion é uma forma anormal de uma proteina de membrana de fungéo
desconhecida e sua forma normal esta presente na maioria das membranas plasmaéticas
das células do sistema nervoso central (GOTELIPE, 2006), por isso os sinais clinicos
apresentados sdo neuroldgicos. Analisando casos franceses, a média de idade de
bovinos acometidos pela forma cléssica de EEB foi de sete anos podendo variar de 3 a
15 anos, sendo significativamente menor do que em bovinos que apresentaram a forma
atipica que foi de 12 anos com variacao entre 7 e 19 anos (SALA et al., 2012).

A principal fonte de transmisséo € pela ingestdo de alimentos contendo proteina e
gordura de origem animal (farinha de carne e 0ssos, etc). A dose para infectar o animal
é baixa, menos que um grama € o suficiente, portanto, em concentra¢fes baixas de
farinha de carne e 0ssos, como na cama de aviario, pode haver o risco de contaminacao
(GONZALES, 2000).

Hé& duas formas da doenca e estas diferem pela via de infec¢do: a forma classica
cuja via de infeccdo é por meio da ingestdo do prion em alimento contaminado e, a
outra forma que é a atipica, pela mutacdo espontanea da proteina normal sem haver
relacdo com a ingestdo de alimento contaminado. Os casos de EEB no mundo vem
diminuindo devido aos controles sanitarios da doenca. Em 2015, na Gra-Bretanha
(Reino Unido) foram relatados 2 casos de EEB sendo um deles atipico. No Brasil
ocorreram somente 2 casos atipicos da doenca nos anos de 2012 e 2014,
respectivamente (OIE, 2016).

A Organizacao Mundial de Saude Animal (OIE) classifica o risco de um pais para
determinada doenca analisando as medidas de prevencdo sanitéria, vigilancia e
mitigacdo do risco aplicada nos ultimos 7 a 8 anos do pais em questdo utilizando uma
escala em ordem crescente de grau de risco: insignificante, controlado e indeterminado
(BRASIL, 2014). O Brasil é reconhecido pela OIE na categoria de risco insignificante
para EEB (OIE, 2017).

A partir de 2000, a Comunidade Europeia, modificou suas normas sanitarias
estabelecendo a identificacdo, registro e rotulagem da carne e produtos a base de carne
bovina, CE n° 1760/2000, (PARLAMENTO EUROPEU, 2000); em 2001 algumas

proteinas provenientes de mamiferos foram proibidas na alimentacdo de ruminantes, CE



n° 999/2001(PARLAMENTO EUROPEU, 2001) e no Brasil pela Instrucdo Normativa
n° 08, com o intuito prevenir, controlar e erradicar determinadas encefalopatias
espongiformes transmissiveis, sendo proibido o uso de cama de aviario na dieta de
ruminantes (BRASIL, 2004). Em 2002, restringiu 0 uso de subprodutos de origem
animal em racGes de animais da mesma espécie, CE n°® 1774/2002 (PARLAMENTO
EUROPEU, 2002) e, em 2009 proibiu a alimentagdo de animais terrestres de uma
determinada espécie com proteina animal derivada da mesma especie, CE n°
1069/2009(PARLAMENTO EUROPEU, 2009).

No Brasil, a metodologia tomada como padrdo oficial pelo Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) para a detec¢do de proteina animal em
racOes de ruminantes é a microscopia. A microscopia é capaz de identificar farinha de
carne e 0ss0s, 0ssos cozidos no vapor, sangue, farinhas de penas e peixes a partir de
0,05% de incluséo e acima de 0,10% para farinha de visceras de aves (SANCHES et al.,
2006). Porém, este método ndo é realizado no produto final, mas somente nas racdes o
que permite adulterar a racdo antes ou apos as analises ndo havendo garantia de que a
racdo fornecida seja a mesma que foi analisada. Assim, a adequacdo de novas técnicas
para a rastreabilidade de farinhas de origem animal na alimentacdo de ruminantes é
essencial, visto que, 0 mercado externo exige a auséncia destes produtos. A analise do
isGtopos estaveis ja é utilizada na deteccdo de adulteracdo de mel e bebidas. A técnica
baseia-se nos ingredientes assimilados e ndo apenas ingeridos obtendo informaces de
dietas consumidas a longo, médio e curto periodo, dependendo do tecido avaliado
(DUCATTI, 2004). Portanto, a metodologia do is6topos estaveis pode ser aplicada a

carne, leite, ovos, sangue, fezes, entre outros garantindo seguranca ao consumidor.

2.2.  Isétopos Estaveis Ambientais

Criado por Frederick Soddy o termo isotopo vem do grego ISO que quer dizer
igual e TOPOS que significa lugar, indicando que sdo 4&tomos que ocupam O mesmo
lugar na tabela periddica e, o termo estaveis, se refere ao fato de ndo emitirem radiacéo
(STRADIOTTI, 2013).

A definicdo de isdtopos € que sdo atomos de um mesmo elemento quimico, com
nameros iguais de protons e diferente nimero de néutrons, assim apresentando massas
atdbmicas distintas (SUN et al., 2011). Portanto, possuem mesmas propriedades

quimicas e diferentes propriedades fisicas, funcionando como excelentes tragcadores



naturais, pois a eletrosfera é igual para todos os is6topos, mascarando o contetdo do
ndcleo e burlando o processo seletivo da membrana bioldgica vegetal e animal
(DUCATTI et al., 2011). A identificacdo e quantificacdo de um is6topo de um mesmo
elemento quimico é possivel pelos diferentes nimeros de massas nucleares destes
(GROOT, 2004).

Os isotopos estaveis de Carbono (C), Hidrogénio (H), Oxigénio (O) e Nitrogénio
(N) ocorrem naturalmente na biosfera. Estes apresentam um isotopo estdvel mais
abundante: *2C, *H, '°0 e N e um ou mais is6topos estaveis menos abundantes: *C,
?D, 80, "0 e N, com proporcéo isotdpica natural distintas, expressas em atomos %
(PRESTON, 1992). Ha ocorréncia natural de dois is6topos estaveis de carbono (**C e
13C), com abundancia natural em torno de 98,89 e 1,11 4tomos %, respectivamente
(KENNEDY; KROUSE, 1990), variando conforme a via fotossintética dos vegetais.
Para o nitrogénio também ha dois is6topos estaveis, N e N, cuja a abundancias
naturais sdo de 99,64 e 0,36 a&tomos %, respectivamente (DUCATT], 2007).

Na comparacdo de composicdes isotopicas de carbono o padrdo aceito
universalmente é o PDB, PeeDee Belemnite e a razdo isotépica entre *C/**C ¢ obtida
em relagdo a este padréo internacional (CRISS, 1999). O PDB é um carbonato de célcio
solido da Era Cretacea Belemnitela, Belemnitella americana, da formacdo PeeDee da
Carolina do Sul - EUA, empregado inicialmente como padrdo por Craig (1957). Por ter
sido detectada uma variacdo significativa neste padrdo (material ndo homogéneo)
utiliza-se o termo Vienna-Peedee Belemnite (V-PDB), sendo a nova referéncia
calibrada laboratorialmente proxima da original. No Centro de Isétopos Estaveis Prof.
Dr. Carlos Ducatti da UNESP/Botucatu-SP é utilizado um sub-padrdo, uma rocha
carbonatada (marmore) com alta pureza em calcita. A terminologia utilizada da razédo
isotopica em relacdo ao padrdo internacional definido é a anotacdo expressa em delta
per mil (8%0) (DUCATTI; SALATI; MATSUI, 1979).A determinacdo da razdo
isotopica entre isOtopos pode ser realizada pelo espectrometro de massas de razdes
isotopicas (IRMS) com precisdo de 0,2%o, medindo a razdo isotopica do elemento
admito no sistema na forma gasosa (C-CO,, N-N,) em relacdo ao padrdo internacional
definido.

As plantas de ciclo fotossintético C3 (leguminosas, hortalicas, frutiferas em geral,
gramineas temperadas, soja, arroz, trigo, cevada e algoddo) fixam o CO, por meio do
ciclo Calvin-Benson durante a assimilagdo fotossintética e apresentam valores médios

de & 13C de -28%o. Em contrapartida, as plantas de ciclo fotossintético C4 fixam 0 HCO3



por meio do ciclo Hatch-Slack e apresentam valores médios de & *>C de -13%o, sdo
exemplos o milho, as gramineas tropicais, 0 sorgo e a cana de agtcar (SUN et al., 2011).
O sinal negativo significa que a planta apresenta menor concentracdo de **C que o
padrdo internacional PDB.

Levando em considera¢do que ha uma diferenga isotopica de 15%o nos valores de
8 13C entre plantas de ciclo fotossintético C3 e C4 pode-se caracterizar a dieta de animais
por meio da analise dos isdtopos estaveis de carbono nos tecidos (DUCATTI, 2004).
Como algumas plantas sdo a base da alimentacdo de animais, a impressdo digital
isotopica destas fontes sera refletida nos tecidos apds certo tempo de metabolismo
(DeNIRO; EPSTEIN, 1978; GANNES; DEL-RIO; KOCH, 1998).

Os is6topos estaveis de nitrogénio apresentam como padrdo internacional o
nitrogénio do ar atmosférico, sendo considerado uma mistura homogénea na superficie
terrestre. Da mesma forma que no & **C, os valores isotopicos de & >N sdo expressos
em 8%o da razdo isotopica do “N/**N do produto em relacéo ao padréo internacional. A
razdo isotdpica de nitrogénio nas plantas ndo depende do ciclo fotossintético como no
carbono, mas do modo de fixacdo deste nitrogénio. Existem duas formas de fixacdo de
nitrogénio pelas plantas, leguminosas que possuem bactérias fixadoras de nitrogénio
fixando-o0 do ar, enquanto as demais fixam por meio da incorporagdo de compostos
nitrogenados do solo.

A maioria das leguminosas realizam simbiose com micorrizas e isto reflete em
uma variagdo no valor de & N ao redor de uma unidade sendo préximo ao padrio (&
>N = 0,0 + 1,0%0) (HANDLEY; RAVEN, 1992; WERNER; SCHIMIDT, 2002).0 **N
de plantas que ndo fixam nitrogénio atmosférico dependem da abundéncia isot6pica do
solo e da variacdo causada pela adubacdo(CHOI et al., 2002). Quando absorvido de
matéria organica decomposta, o valor de N fica ao redor de 5%o ¢ quando utilizado
esterco como fertilizante seu valor chega em torno de 10%o (SHIBUYA et al., 2006).
Solos com baixa matéria organica, secos e arenosos ou fertilizados com adubos
industriais apresentam valores negativos de *>N. A fonte de nitrogénio utilizada pela
indUstria na fabricacdo de fertilizantes nitrogenados € o nitrogénio atmosférico por isso,
estes apresentam “°N proximo de 0%0 (YONEYAMA, 1996).

2.3. Turnover isotdépico

O estado de equilibrio dindmico no interior das células, na qual ocorre a

biossintese e degradacdo constante € chamado de taxa de renovacao celular ou taxa de



turnover. Com essa renovacdo de elementos quimicos ha também a renovacdo de seus
is6topos nos tecidos.

Assim, todos os metabdlicos organicos ou inorganicos estdo sujeitos ao turnover
(HETENYI; PEREZ; VRANIC, 1983). A renovacdo tecidual pode ocorrer por dois
modos: pela sintese de degradacdo de tecidos adultos e/ou pelo crescimento do tecido
em formac&o (diluicdo isotopica) (CARRIJO; DUCATTI, 2007).

Quando os tecidos sdo metabolicamente ativos, como o figado e o plasma
sanguineo, apresentam um turnover isotopico mais rapido, representando dietas recentes
(dias). Nos tecidos de metabolismo intermediério, como o musculo, representara dietas
de semanas a meses e para tecidos lentos, como dente, refletird uma dieta de anos
(TIESZEN et al., 1983; WALKER et al., 1999; ALVES-STANLEY;WORTHY, 2009).

Quando utilizadas dietas com valores isotdpicos distintos pode ser mensurado o
turnover dos tecidos corporais (GANNES, DEL-RIO; KOCH; 1998). Apds ser mudada
a dieta, a alteracdo da composicdo isotdpica do tecido depende da velocidade desta taxa
de troca dos constituintes substituidos (TIESZEN et al., 1983).

A rastreabilidade por meio da analise das razdes isotopicas de carbono e
nitrogénio no leite e urina de vacas sob diferentes regimes alimentares demonstram
valores estaveis de & **C ap6s 10 dias da mudanca de dieta C4/Cs para C; e quando a
mudanca de dieta foi de C; para C4/C; os valores & *C se estabilizam em 6 dias
(KNOBBE et al., 2006).

O tipo de componentes corporais a ser analisado influencia o turnover, como
demonstra a analise de fezes e sangue de ovelhas alimentadas com plantas C3 — feno de
alfafa e/ou C, silagem de milho. A fezes refletem dietas recentes e o sangue pode
indicar dietas anteriores (MARTINS, et al., 2012).

Em busca de um indicador para autenticacdo de leite organico na Alemanha,
Molkentin (2009) analisou os is6topos estaveis de carbono e diferenciou o leite
organico do convencional pois, a base da dieta os animais produtores de leite organico é
do ciclo fotossintético C3; e no inverno é fornecido milho (C,;) sendo isto que
possibilitou a diferenciagéo.

Analisando sistemas de producdo de bovinos de corte por meio da analise dos
isdtopos estaveis, esta conseguiu diferenciar animais advindos de confinamento, pasto e
sistema superprecoce pela diferenca no valor & 3C no sangue (VIEIRA JUNIOR, 2013).

Lourenco et al. (1984) verificaram que os valores de 83C encontrados nas fezes e

no leite modificaram-se rapidamente nos trés primeiros dias ap0s a substituicdo da



10

silagem de milho (C,) pelo feno de soja perene (C3) na alimentagéo das vacas enquanto
no sangue a variabilidade foi pequena. Para avaliar as alteracfes isotdpicas de carbono e
nitrogénio no soro sanguineo, Silva et al. (2012) forneceram a bufalos da raca Murrah
uma dieta estritamente vegetal, encontrando um aumento nos valores de 8*3C e §*°N do
soro sanguineo apds substituicdo da dieta inicial por outra contendo farinha de carne e
0ssos bovinos como fonte proteica.

Apods alternar a alimentacdo de vacas leiteiras entre dietas compostas por feno de
alfafa e cevada (C3) para outra composta de milho (C,), Boutton et al. (1988) obtiveram
maior enriquecimento em *3C no leite total das vacas alimentadas com a dieta C4 em
relacdo ao das vacas alimentadas com dieta C3. A composicdo isotopica do leite
aproximou-se da composicdo isotopica da dieta em apenas quatro dias apos a troca,
indicando rapida transferéncia do carbono dietético para o leite. No entanto os valores
de 8C do leite empobreceram em relacdo as dietas. Os resultados encontrados
demonstram que a contribuicdo dos nutrientes armazenados previamente no corpo
animal é desprezivel na formacédo do leite em vacas no fim da lactacdo (193 a 333 dias
de lactacéo).

Scampicchio et al. (2012) conseguiram discriminar leites produzidos em
diferentes regides e tipos de processamento, pela analise de 5°C e 8'°N da proteina,
caseina e gordura do leite, enquanto Bontempo et al. (2012), combinando as razdes dos
isétopos de C, H, O e N, encontraram um bom nivel de diferenciacdo de produtos
oriundos de dois pastos diferentes em dois locais montanhosos distintos, indicando que
esses isdtopos estaveis no leite e no queijo estdo ligados ao local, tipo de vegetacao e
ambiente.

Produtos de origem animal como ovo, leite e também fezes ndo sdo considerados
tecidos por isso, ndo € possivel mensurar a taxa de renovacao celular (turnover), porém
0 estudo nestes componentes corporais indica a taxa de renovacéo de nutrientes para sua
formacgédo (DENADAI et al., 2006).

Para utilizar a analise dos is6topos estaveis na rastreabilidade de cama de aviario
na dieta de ruminantes o tecido escolhido deve refletir a dieta precedente com a
finalidade de detectar sinais de assimilacdo isotopica do ingrediente a ser rastreado,
observando se a taxa de turnover do tecido € lento ou rapido dependendo de qual
momento se quer detectar a inclusdo na dieta (mais recente ou mais antiga) o

ingrediente ndo permitido.
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O Capitulo 2 intitulado “Turnover isotopico em leite, sangue e fezes de vacas
leiteiras alimentadas com cama de aviario” esta com redagio provisoria de acordo com as

normas para publicacdo no International Dairy Journal.
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Turnover isotopico em leite, sangue e fezes de vacas leiteiras alimentadas com cama

de aviario

Resumo

O objetivo este estudo foi avaliar o turnover isotdpico de 8*3C e 8*°N no leite, sangue e
fezes, ocasionados pela inclusdo da cama de aviario na dieta de vacas leiteiras, a fim de
determinar o tempo de incorporacdo do valor isotdpico da dieta. Foram utilizadas 12
vacas mesticas, distribuidas em delineamento inteiramente casualizado com seis
repeticdes e dois tratamentos. Os tratamentos foram: T1 — dieta estritamente vegetal
durante todo o periodo experimental; T2 — 50% cama de aviario e 50% vegetal durante
0 primeiro periodo experimental e depois dieta vegetal. Foram colhidas amostras
diariamente e analisadas com espectrometro de massas de razdo isotopica. Para
mensurar o turnover de 5°C e 5°N em determinado intervalo de tempo, foi utilizada a
fungdo exponencial de primeira ordem. Os dados isotopicos foram submetidos ao teste
t-Student. Os valores isotdpicos das fezes e do leite atingiram o patamar de equilibrio. O
sangue ndo conseguiu atingir o patamar de equilibrio nos periodos avaliados indicando
ser um tecido para deteccdo de dietas de periodos mais longos. O resultado do teste de t
Student (p<0,05) foi semelhante ao encontrado pela anélise dos is6topos estaveis
mostrando que no primeiro periodo os valores isotépicos das fezes do T1 diferiram do
T2, e para o leite ndo houve diferenca entre os tratamentos. No segundo periodo, 0s
valores isotdpicos das fezes e do leite do T1 ndo diferiram do T2. Os valores isotopicos
de & N no leite para o 1°periodo diferiram entre 0 T1 e o T2. De acordo com 0s
resultados obtidos pode-se concluir que o turnover isotépico do *3C nas fezes e do ©*N
no leite indicam valores de meia vida de 1,4 dias quando houve a troca da dieta

contendo cama de aviario para a somente vegetal.

Palavras-chave: cama de aviario, carbono-13, meia-vida, nitrogénio-15
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Isotopic turnover in milk, blood and feces of dairy cows fed poultry litter

Abstract

The objective of this study was to evaluate the isotopic turnover of §°C and &N in
milk, blood and feces, caused by the inclusion of poultry litter in the diet of dairy cows,
in order to determine the incorporation time of the isotopic value of the diet. Were used
twelve crossbred cows, distributed in a completely randomized design with six
replicates and two treatments. The treatments were T1 - strictly vegetable diet
throughout the experimental period; T2 — 50% poultry litter an 50% vegetable during
the first experimental period and after vegetable diet. Samples were collected daily and
analyzed with isotope ratio mass spectrometers. The first order exponential function
was used to measure the turnover of 8*3C and 5™N in a certain period of time. Were
submitted the isotopic data to Student's t-test. The isotopic values of feces and milk
reached the plateau isotope. The blood was not able to reach the plateau isotope in the
evaluated periods indicating to be a tissue for detection of diets of longer periods. The
results of the Student’s t-test (p <0.05) were similar to those found by the stable isotope
analysis, showing that in the first period, the isotopic values of the feces of the T1
differed from the T2, and for the milk there was no difference between the treatments.
In the second period, the isotopic values of the feces and the milk of the T1 did not
differ from the T2. The isotopic values of & N in milk for the 1st period differed
between T1 and T2. According to the results obtained, it can be concluded that the
isotopic turnover of *C in feces and *°N in milk indicate half-life values of 1.4 days

when there was a change from diet containing poultry litter to vegetable only.

Key words: carbon-13, half-life, nitrogen-15, poultry litter.
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INTRODUCAO

Na década de 1990, houve uma crise de encefalopatia espongiforme bovina (BSE)
onde o uso de proteinas animais na alimentacdo de ruminantes foi proibido. Uma vez
que o Brasil é o maior exportador de carne de aves do mundo e o quarto produtor de
leite (FAO, 2016), além dos riscos para a salde, a ocorréncia de um caso classico de
doenca da BSE pode levar a embargos na exportacédo de carne e seus derivados.

No Brasil, hd evidéncias do uso de cama de aviario como alimento para
ruminantes e a identificagdo dessas irregularidades é verificada quando os animais tém
acesso a cama de aviario ou associados a outros alimentos, sendo confirmados pelos
métodos de PCR oficiais (reacdo de polimerizacdo na cadeia) ou microscopia eletrénica
(COMISSAO EUROPEIA, 2013). Quando ndo encontrados tracos nos alimentos
fornecidos gera dificuldade na autuacdo do proprietario, uma vez que alguns criadores
fornecem a cama de aviario no periodo noturno, quando ndo ha inspecéo.

A analise dos isotopos estaveis pela espectrometria de massa de razdo isotopica
(IRMS) é uma das analises disponiveis para auxiliar na rastreabilidade de alimentos
(CAMIN et al., 2017), sendo esta uma potencial ferramenta na autenticidade dos
alimentos possibilitando a investigacdo de fontes alimentares isotopicamente distintas
oferecidas aos animais (DENIRO;EPSTEIN, 1978).

Além de verificar a autenticidade das fontes alimentares e possiveis adulteracfes
(GONZALES MARTIN et al., 1999; PIASENTIER et al., 2003; GUO et al., 2010;
MOLKENTIN; GIESEMANN, 2010; MOLKENTIN, 2013; CHUNG et al., 2014) a
analise também é utilizada para verificar a origem geografica dos alimentos (KNOBBE
et al., 2006), a diferenciacdo de alimentos organicos dos convencionais, tanto de origem
vegetal quanto de origem animal(BATEMAN; KELLY, 2007; BAHAR et al., 2007,
ROGERS, 2009; RAPISARDA et al., 2010; CAMIN et al., 2011),e a diferenciacdo do
tipo de sistema produtivo (VIEIRA JUNIOR, 2013; PERDIGAO, 2017).

Analise dos isotopos estaveis podera servir como ferramenta complementar
visando maior suporte ao programa de rastreabilidade onde metodologias analiticas
convencionais ndo podem garantir resultados totalmente seguros (BAHAR et al., 2005).

Assim, o objetivo do estudo foi avaliar o turnover isotépico de carbono (5°C) no

leite, sangue e fezes e do nitrogénio (5"°N) no leite ocasionados pela inclusdo da cama
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de aviario na dieta de vacas leiteiras, pela analise por IRMS, a fim de determinar o
tempo de incorporagéo do valor isotdpico da dieta contendo ou ndo cama de aviério.

MATERIAL E METODOS

Os procedimentos utilizados nesta pesquisa estdo de acordo com os principios
éticos na experimentacdo animal e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (protocolo CEUA181/2016) da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, UNESP, Botucatu/SP, sendo realizado de acordo com a Diretiva 63 (UNIAO
EUROPEIA, 2010). Houve também autorizacdo pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) por meio da Coordenadoria da Raiva dos
Herbivoros e das Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis, pela Informacdo CRHE
n° 79/2013 através do processo n° 21052.009187/2013-02, devido a proibi¢do do uso da
cama de aviario na dieta de ruminantes. Desde o inicio até a sua conclusdo, a pesquisa
foi acompanhada por fiscais federais do MAPA sendo o0s animais do grupo que recebeu
a cama de aviario em sua alimentacdo identificados com brincos individuais e
eutanasiados ao final da pesquisa.

O experimento foi conduzido na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
no setor de Bubalinos da Fazenda Experimental Lageado da Unesp Campus de
Botucatu/SP, em um periodo total de 105 dias, sendo os 15 primeiros de adaptacdo dos
animais a nova dieta (silagem de milho), pois estes animais vinham de um pastejo de
forragens.

Foram adquiridas 12 vacas mesticas da raca girolando, multiparas, com o mesmo
periodo de lactacdo, com média de producdo de leite e peso vivo semelhantes e de
mesma origem para que o lote fosse 0 mais homogéneo possivel. As vacas foram
avaliadas pelo periodo de 90 dias distribuidas em delineamento inteiramente
casualizado com seis repeticdes e dois tratamentos. O experimento foi dividido em dois
periodos, sendo o primeiro periodo de 55 dias e o segundo de 35 dias, somando 90 dias
de avaliacdo. No primeiro periodo experimental, os animais do T1 - controle -
receberam a dieta exclusivamente vegetal, enquanto os do T2 - cama de aviario - foram
alimentados com a dieta cama de aviario. Durante o segundo periodo, todos os animais
do T1 e T2 receberam a dieta exclusivamente vegetal. As dietas foram formuladas para

serem isoproteicas e isoenergéticas com base no NRC (2001) (tabela 1).
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Diariamente as vacas foram ordenhadas manualmente as 06h00 e alimentadas as
08h00 e as 16h00, ad libitum, utilizando uma sobra de até 10% da quantidade total do

alimento oferecido.

Tabela 1.Composicdo percentual dos ingredientes (% matéria seca), composicao

quimica e valor isotépico medio (n=3) das dietas com desvio padrao

Dietas
Ingredientes (%

g (%6) Cama de aviério Vegetal
Silagem de milho 40 70
Silagem de grdo Umido de milho 10 15
Farelo de soja - 15
Cama de aviario 50 -
Total 100 100

Composicdo Nutricional
Matéria Seca, % 56,7 42,7
NDT, % 67,5 67,8
PB, % 14,5 14,1
FDN, % 45,5 40,9
FDA,% 26,2 21,8
Valores Isotépicos Analisados” (%o)

8 BC +dp -17,4+0,4 -13,7+0,1
8N + dp 10,5+0,1 3,0+0,0

“Valores relativos aos padrdes PeeDeeBelemnite (PDB) para o & °C e N, do ar atmosférico para o & *°N.

A colheita das amostras de leite foram realizadas individualmente em cada vaca
apos limpeza e higienizacdo dos tetos. Foram esgotados todos 0s quartos e o leite foi
homogeneizado. Ap6s foram acondicionadas em tubos eppendorf e liofilizadas a vacuo
a-55 °C e pressdo de 50 pHg por 72 h (Liotop L108, Liobras, Sao Carlos, Brazil).

As amostras de sangue e fezes foram colhidas logo ap6s a ordenha dos animais.
Para a colheita de sangue total foi realizada a punc¢éo da veia coccigea com auxilio de
agulha e tubos a vacuo contendo anticoagulante EDTA. O material foi acondicionados
em tubos eppendorf e liofilizadas a vacuo a -55 °C e pressdo de 50 pHg por 72 h
(Liotop L108, Liobras, Sédo Carlos, Brazil). As amostras de fezes foram colhidas
diretamente da ampola retal dos animais, sendo secas em estufa de ventilacdo forcada
(MAO035, Marconi, Piracicaba, SP, Brasil) durante os dias 1, 2, 3, 5, 7, 10, 13, 17 e 21
do primeiro periodo experimental e, nos dias 1, 2, 3, 5, 7, 10, 13, 17 e 21 do segundo

periodo experimental. Tanto as mostras de leite quanto as de sangue foram colhidas
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durante os dias 1, 2, 3, 5, 7, 10, 13, 17, 21, 24, 28, 35, 42 e 55 do primeiro periodo
experimental e, nos dias 1, 2, 3, 5, 7, 10, 13, 17, 21, 24, 28 e 35 do segundo periodo
experimental.

Apdbs a secagem, as amostras de fezes foram moidas em moinho criogénico em
frequéncia de 700 rpm por 2 min a -196 °C (Geno/Grinder 2010, SpexSamplePrep LLC,
Metuchen, EUA), utilizando o seguinte procedimento: as amostras foram transferidas
para um frasco de policarbonato e adicionadas duas esferas de aco inoxidavel, onde
foram devidamente identificadas, fechadas e imersas em nitrogénio liquido para
congelamento por aproximadamente 3 minutos; ap6s foram transferidas para 0 moinho
a fim de obter um material homogéneo com granulometria menor que 60um.Apos a
colheita e o processamento, todas as amostras foram armazenadas a -20 °C.

As amostras foram descongeladas em temperatura ambiente e pesadas em balanca
analitica (MX5, Mettler Toledo, Suica), em cépsulas individuais de estanho, para a
determinacdo da razdo isotopica. Os intervalos de massas utilizados para o leite foram
de 80 a 120 pug e 4000 a 45000pg para os elementos carbono e nitrogénio,
respectivamente. Para as amostras de sangue e fezes foram utilizados os intervalos de
massas de70-90 e 100-120 g para o elemento carbono, respectivamente.

Em seguida, as cépsulas foram inseridas através de amostrador automatico no
analisador elementar (Flash 2000 Organic EA;Thermo Fisher Scientific Inc., Bremen,
Alemanha), onde em presenca de oxigénio (O;) e 6xido e cobre (CuO), foram
gueimadas para obtencdo de CO,e NOX, sendo este ultimo reduzido em N, na presenca
de cobre. Assim, os gases formados foram separados em coluna cromatogréfica gasosa e
analisados em um espectrometro de massa de razdo isotopica (IRMS) (DELTA-V;
Avantage, Thermo Fisher Scientific Inc., Bremen, Alemanha), no Centro de Is6topos
Estaveis Prof° Dr. Carlos Ducatti do Instituto de Biociéncias da UNESP, campus de
Botucatu/SP.

No IRMS as amostras na fase gasosa foram analisadas e obtidas a razdo isotdpica
que consiste na relacdo entre a raz&o isotdpica da amostra e do padrdo. Sendo calculada
pela equacdo 1 (PETERSON; FRY, 1987):

dX(amostra, padrdo) = [(Ramostra/Rpadrao) — 1] x1000 (1)

Na qual:

- X: valor isotépico para 0 **C ou *°N.
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- 0X(amostra, padrdo) é o enriquecimento da razdo isotopica do elemento de uma
amostra em relacdo ao padrdo internacional desse elemento, em partes per mil (%o).

- Ramostra é a razdo isotdpica do is6topo mais abundante em relacdo a0 menos
abundante (*c/**C, >N/*N) da amostra e do padrio, respectivamente.

- Rpadréo valor utilizado para o **C = 0,0112372

- Rpadréo valor utilizado para o *>N=0,003676

Os resultados das andlises foram expressos na terminologia 6 per mil (%o)
utilizando os padrées internacionais PDB e N, do ar atmosférico para o **C e ®N,
respectivamente.

Para mensurar a velocidade de substituicdo do carbono e do nitrogénio (dilui¢éo
isotopica) das dietas depois de determinado intervalo de tempo, foi empregada a funcao
exponencial do tempo expressa pela equacdo 2 (DUCATTI et al., 2002), obtida
utilizando-se o0 modelo de equagdes exponenciais de primeira ordem do

softwareOriginPro®8.6Professional (Microcal Software, 2011):
SX(t) =8 X (f) + [6X (i) - X (F)]e ™ )

Onde:
X = pode ser *C ou ®N.
& X(t) = enriquecimento isotopico do tecido em funcdo tempo (t). Adimensional.
& X(f) = enriquecimento isotdpico do tecido no patamar de equilibrio, ou condig&o final.
Adimensional.
d X(i) = enriquecimento isotdpico do tecido, na condicao inicial. Adimensional.
k = constante de troca (turnover). Expresso em dia™.

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

A constante k engloba os processos de turnover metabolico do carbono e do
nitrogénio (a partir da substituicdo)e do acréscimo de compostos de carbono e
nitrogénio, ambos contribuindo para o processo de dilui¢do isotopica dos elementos.

Para determinar o tempo de troca e a porcentagem de atomos trocados dos
elementos carbono e nitrogénio, foi utilizada a equacgéo 3 (DUCATTI et al., 2002):

t=-(1/k) In(1-F)  (3)
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Onde:

t = tempo de troca do elemento (C ou N). Expresso em dias.

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

F = fracdo de atomos trocados, (F = 0,50, para meia vida e F = 0,99, para troca
total).

O fracionamento isotopico foi expresso pela diferenca entre 6%o do material e da

dieta, conforme equacéo 4:
A = 3%o material — %o dieta 4

Quando o valor do grande delta (A) for positivo indica que o material € mais rico
em C ou N do que a dieta e se, for negativo indica que o material é mais pobre em
3C ou N do que a dieta (HOBSON; CLARK, 1992). 56

Na andlise estatistica, os dados foram submetidos ao teste de normalidade. Os
elementos foram analisados utilizando o teste t Student para avaliar diferencas
significativas nos 8"X médios dos elementos entre os sistemas de producdo com nivel
de significancia de P<0,05. Para o segundo periodo foram utilizados os dados a partir do

momento que a curva estava em patamar de equilibrio.
RESULTADOS E DISCUSSAO

O valor isotopico do & *C da dieta cama de aviério apresenta-se menor em
comparacdo a dieta vegetal, pois seu valor isotopico se aproxima das plantas Cs, por
apresentar em sua composi¢do maravalha, enquanto o tratamento vegetal se assemelha
as plantas C, por conter maior quantidade de silagem de milho (Tabela 1). O §*°N
apresentou-se mais enriquecido na dieta cama de aviario por esta conter excretas de
frango (5"°N=10,6%o) (Tabela 1).

A equacéo exponencial de diluicdo isotdpica, os coeficientes de determinagdo (r%)
do & *3C e "N no leite e nas fezes encontram-se nas Tabelas 2 e 3. A meia vida (T), e 0
tempo necessario para que ocorresse a troca de 99% dos atomos durante o periodo
experimental estdo expostos nas Tabelas 3 e 4.Pelas equagbes exponenciais de dilui¢do
isotopica (Tabelas 2 e 3) foram calculadas a meia vida do carbono nas fezes e no leite e
do nitrogénio no leite (Tabelas 4 e 5). Estes valores indicaram a rapidez com que as

fezes e o leite levaram para refletir a nova dieta. Salienta-se que somente o leite e as
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fezes alcancaram o patamar de equilibrio. O periodo experimental ndo foi o suficiente

para que o sangue alcancasse este patamar.

Tabela 2. Ajuste exponencial, seus respectivos coeficientes de determinago (R?) do

leite e fezes dos animais no 1° periodo experimental em funcéo o tempo

Material Equacéo R’
Leite SP°N=5,12+5,75¢°%" 0,76
Vegetal Leite 813C=-15,79+3,69¢ 0% 0,56
Fezes 53C=-15,45+8,18e 1" 0,74
Leite STN=12,46-3,76e 020 0,69
Cama aviario Leite 513C=-14,65+3,09e 3% 0,59
Fezes §3C=-19,00+9,54e 05 0,88

Tabela 3. Ajuste exponencial, seus respectivos coeficientes de determinagio (R?) do

leite e fezes dos animais no 2° periodo experimental em funcéo o tempo

Material Equagcéo R’
o Leite 8"°N=5,89+2,02¢ 7*™ 0,92

Cama aviario 13 0482t
Fezes 07C=-14,80-7,70e™ 0,90

Tabela4. Valores calculados de meia vida (T, dias), e do tempo necessario para a troca
de 99% dos atomos de **C e °N(t( g0), dias) do leite e fezes no 1° periodo

experimental

Material T (dias) t (0,99) (dias)
Leite ("°N) 1,3 9,1
Vegetal Leite (**C) 2,4 16,3
Fezes (*3C) 0,46 3,0
Leite (*°N) 3,4 22,6
Camaaviario  Leite (**C) 1,8 12,4

Fezes (**C) 1,04 7,0
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Tabela 5. Valores calculados de meia vida (T, dias), e do tempo necessario para a troca
de 99% dos atomos de **C e "N (t(99), dias) do leite e fezes no 2° periodo

experimental

Material T (dias) t (0,99 (dias)
o Leite (°N) 1,4 9,7
Cama aviario 13
Fezes (*°C) 1,4 9,5

Os valores de meia vida indicam a velocidade com que os a&tomos de carbono e
nitrogénio sdo trocados no leite e nas fezes, pois utiliza a constante da taxa de turnover
(k) para os calculos de meia vida (T) e troca de 99% dos atomos (t(,g9)). ESses valores
de T e tpg9) fornecem a ideia de tempo no processo em que 0s isotopos estaveis de
carbono e nitrogénio foram substituidos pelo **C ou >N proveniente da dieta.

Para a meia vida do **C no leite, o tratamento cama de aviario apresentou menor
tempo de troca em comparacdo ao tratamento vegetal, enquanto que para o0 nitrogénio
ocorreu o inverso (Tabela 4). O tempo de meia vida para o >N no 1° periodo do
tratamento cama de aviario (T=3,4) foi maior do que no 2° periodo (T=1,4), com troca
de 99% dos atomos de 22,6 e 9,7 dias, respectivamente (Tabelas 4 e 5). A incorporacao
e estabilizacdo do valor isotdpico da dieta no leite podem ocorrer entre 3 a 12 dias
(BOUTTON et al., 1988; BRAUN et al., 2013).No segundo periodo, no tratamento
cama de aviario, o leite (**N) e as fezes (**C) obtiveram resultados semelhantes, sendo o
tempo de meia vida de 1,4 dias para ambos e com troca de 99% os 4tomos de 9,7 e 9,5
dias, respectivamente (Tabela 5).

A rastreabilidade por meio da analise das razdes isotopicas de carbono e
nitrogénio no leite e urina de vacas sob diferentes regimes alimentares demonstram
valores estaveis de & **C ap6s 10 dias da mudanca de dieta C4/Cs para Cs e quando a
mudanca de dieta é de C3 para C4/C3 os valores & 13C se estabilizam em 6 dias, ainda no
mesmo estudo verificaram que a eliminagdo do °Npela urina é menor e maior no leite
se comparados ao valor de N da dieta e isto se deve ao fracionamento isotépico
durante o ciclo da ureia (KNOBBE et al., 2006).

Durante o ciclo da ureia o processo de transaminagéo e desaminacéo na sintese da
ureia 0 1N da dieta é utilizado preferencialmente em relacéo ao N devido & sua massa
mais leve, assim diminuindo 0™N na uréia e aménia formadas no figado, enquanto as

proteinas sdo enriquecidas em compara¢do com os aminoacidos do pool metabdlico
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(SICK et al., 1997). O fracionamento de nitrogénio aumenta & medida que a qualidade
da proteina na dieta diminui. Quando ocorre a sintese de proteinas microbianas a partir
de aminoacidos ndo ha o fracionamento de nitrogénio, no entanto, ha um aumento no
nitrogénio do leite e reducdo destena urina (WATTIAUX; REED, 1995).

Além do fracionamento no figado, ocorre também no rdmen durante a
fermentagdo microbiana da glicose e da celulose do metabolismo da aménia e, também,
quando a enzima sintetizadora do glutamato se combina com a amdnia para formar o
glutamato. Quando o excesso de proteina é fornecido na dieta, uma propor¢cdo maior de
nitrogénio é direcionada para a urina, aumentando a taxa de fracionamento, pois
maiores quantidades de aménia e uréia sdo formadas no ciclo da uréia. Se houver mais
sintese de uréia a partir de aminoacidos catabolizados (e potencialmente amoénia),
havera mais enriquecimento dos tecidos corporais e deplecdo de uréia. Portanto, se a
sintese da ureia é devida ao catabolismo de aminoécidos absorvidos em excesso, ou a
absorcdo excessiva de amonia (ambos devido a maiores ingestdes de nitrogénio), o
enriquecimento tecidual de 8*°N seria maior em relagéo a dieta (WHEADON, 2014).

A amostra que apresentou menor tempo para meia vida e troca de 99% dos
atomos foram as fezes nos dois tratamentos e periodos indicando maior rapidez na taxa
de metabolismo (Tabelas 4 e 5). No primeiro periodo, a meia vida dos atomos de
carbono nas fezes foram de 0,46 e 1,04 para as dietas vegetal e cama de aviério,
respectivamente (Tabela 4). Resultados semelhantes foram encontrados quando
observado o tempo de substituicdo do & *C das fezes de ovinos de 1,2 dias e 1 dia para
as dietas Cj3 e Cy, respectivamente (MARTINS et al., 2012). As fezes expressam trocas
rapidas, refletindo a nova dieta, pois esta associado a taxa de passagem da digesta pelo
trato gastrointestinal. Ribeiro (2013), avaliou as fezes de bovinos jovens advindos de
pastagens C,4 e que passaram a dieta C3 e encontrou valor de meia vida de 1,8 dias. Estes
resultados demonstraram que as fezes refletem mudancas na dieta em poucos dias e tais

resultados foram semelhantes com os deste estudo.
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Figura 1. Curvas de turnover do isotopo estavel de carbono em funcdo do tempo no leite durante o 1° periodo (a) e 2° periodo (b), e do is6topo

estavel de nitrogénio durante o 1° periodo (c) e 2° periodo (d).
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As curvas de turnover isotopico foram explicitas pela funcdo exponencial em
funcdo do tempo e estdo representadas nas Figuras de 1 a 3 para os valores de **N no
leite e *3C no leite, sangue e fezes durante o perfodo experimental. O valor isotopico
inicial de *C no leite foi em torno de -12%o e ap6s 55 dias houve diminuigdo para os
dois tratamentos, pois o0s valores isotopicos das dietas eram mais empobrecidos que o
valor inicial. (Figura 1).

Os valores de 8"3C no leite das vacas alimentadas com a dieta cama de aviario
foram maiores do que aquelas alimentadas com a dieta vegetal (Figura 1) mesmo o
valor de 5'°C da dieta cama de aviario sendo menor que o valor da dieta vegetal,
indicando que as vacas alimentadas com cama de aviario aproveitaram menos o
alimento ingerido (Tabela 1). Para o is6topo de N o valor inicial foi em torno de 9%o,
diminuindo no tratamento vegetal e aumentando no tratamento cama de aviario,
aproximando dos valores isotopicos das dietas nos dois tratamentos (Figura 1).Quando
no 2° periodo ha a substituicdo de dieta do tratamento cama de aviario para a dieta
estritamente vegetal os valores do 8°N e do §"*C aproximam-se do valor da dieta do
tratamento vegetal (Figura 1).

Observando 0 N no leite, este apresentou um enriquecimento em relagdo as
dietas nos dois tratamentos, com valor de fracionamento isotopico dieta-tecido de +
2,0%0 para ambos. Estes dados corroboram com os resultados encontrados por Steele et
al. (1978), Sutoh et al. (1987) e Knobbe et al. (2006), sendo o &N no leite
significativamente maiores do que a dieta.

Carvalho (2015), analisando o leite e suas fracdes conseguiu distinguir vacas
leiteiras alimentadas com cama de aviario das alimentadas com silagem de milho por
meio da analise do & **C e & °N, tendo maior destaque na rastreabilidade quando *°N
era associado com os outros elementos. Foi verificado que os valores de &°C
encontrados no leite e fezes modificaram- se rapidamente no trés primeiros dias apos
substituicdo da dieta de vacas alimentadas com silagem de milho (C,) pelo feno de soja
perene (C3) (LOURENCO et al., 1984), corroborando com os dados encontrados.

Observando as curvas de diluigdo isotdpica do sangue para os dois tratamentos e
periodos (Figura 2) pode-se verificar que os valores de °C do sangue n4o alcancaram
0 patamar de equilibrio isotopico, indicando que houve uma troca mais lenta do carbono
da nova dieta. Os valores isotopicos finais ndo chegaram préximos aos valores

isotopicos da dieta. Portanto, os valores de meia vida no sangue ndo puderam ser
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calculados pois, pela equacdo exponencial de dilui¢do isotopica proposta por Ducatti et
al. (2002) s6 poderia ser calculada se os valores de 8*3C do tecido avaliado atingisse o
patamar de equilibrio isotdpico.

O valor isotépico de *3C analisado no primeiro dia de coleta para o sangue foi em
torno de -13 a -14%., valor este caracteristico de plantas Cq4, pois a dieta fornecida as
vacas no periodo de adaptacédo era de silagem de milho. No Tratamento controle, apos
90 dias de periodo experimental houve pequena diminui¢io no 5'*C do sangue, para o
tratamento cama de aviario no primeiro periodo houve um pequeno aumento do §'°C,
apo6s a troca da dieta no segundo periodo ocorreu uma diminui¢ao do 83C mostrando
que o periodo experimental ndo foi o suficiente para alterar os valores isotopicos do
sangue, dados estes que concordam com De Smet (2004) que observaram no sangue e
plasma de touros jovens recebendo dieta com plantas C4 ou dieta mista C,e Cs por 70
dias sendo clara a distin¢do entre os tratamentos mesmo nao tendo alcangcado o patamar
de equilibrio.

No sangue, os valores do & **C corresponderam apenas aos valores do & *3C da
dieta do tratamento vegetal. J& os valores do §'C dos animais alimentados com a dieta
cama de aviéario ndo alcancaram os valores do 5'°C da dieta, mesmo assim os valores
encontrados puderam indicar o tipo de dieta que as vacas estavam recebendo. Esta
distincao s6 é possivel devido & diferenca existente no valor de §'°C entre as plantas C;
e C,. O valor do 8"C nas plantas Cs varia de -22 a -34%., dependendo da espécie e da
parte da planta analisada, e nas plantas C4 este valor fica entre -9 e -16%o. Assim,
considerando a existéncia da diferenga isotopica da ordem de 16%o nos valores do & *3C
entre as plantas do ciclo fotossintético C; e Cy4, pode-se caracterizar a dieta do animal
através da analise isotopica do carbono nos materiais ou tecidos (Ducatti, 2004).

As fezes apresentaram maior empobrecimento do 8'C no tratamento cama de
aviario do que no tratamento vegetal durante o primeiro periodo. No segundo periodo,
ocorreu um enriquecimento do 8*3C no tratamento cama de aviario devido a mudanca da
dieta para a vegetal, convergindo para valores isotopicos semelhantes. Em ambos 0s
tratamentos as fezes responderam de forma exponencial devido a répida troca de
carbono da dieta, concordando com Sponheimer et al. (2006); Gratton; Forbes (2006).

As fezes foram empobrecidas em **C em relacéo & dieta em ambos os tratamentos,
com valor de fracionamento isotdpico dieta-tecido de — 2,0%0 para ambos, dados estes
gue concordam com os de Norman et al. (2009) e Martins (2012) que encontraram

valores de 8'3C das fezes inferiores em relagdo ao §°C da dieta, considerado um
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fracionamento isotopico entre dieta e tecido. Este valor de fracionamento isotdpico esta
de acordo com o intervalo descrito entre -0,4 a -2,0%o para bovinos (JONES et al., 1979,
MARTINS, 2012).

Os resultados demonstraram que as fezes refletem mudancas nas dietas de poucos
dias porém, ndo expressa 0s nutrientes incorporados no tecido, mas um indicativo do
que o animal ingeriu em curto prazo. Assim como as fezes, o leite apresenta dietas de
curto prazo, ja o sangue reflete dietas a longo prazo e ambos expressam 0s nutrientes
assimilados.

Ha trés fatores que podem contribuir para erros na reconstituicdo de dietas
analisando is6topos estaveis de carbono. O primeiro é que os tecidos ou materiais
exogenos apresentam diferentes periodos de integracdo do carbono, ou seja, tecidos
mais ativos metabolicamente apresentam turnover mais rapido do que o0s
metabolicamente menos ativos (DE SMET et al., 2004; DALERUM; ANGERBJORN,
2005; GRATTON; FORBES, 2006). Assim, a escolha do tipo de tecido depende do
objetivo da pesquisa (HOBSON; CLARK, 1992). O segundo é que devido ao
fracionamento isotopico o tecido e/ou os materiais exdgenos podem ser relativamente
enriquecidos ou empobrecidos em 8C em relacdo a dieta (JONES et al., 1979;
TIESZEN et al., 1983; GANNES et al., 1997). E o terceiro é que pode haver diferencas
na digestibilidade dos componentes de dietas C3 e C, refletindo na eficiéncia da
assimilacdo destas dietas (JONES et al., 1979; GARCIA et al., 2000).

O teste de t Student mostrou que no primeiro periodo os valores isotdpicos de
8*3C para o sangue e as fezes do T1 diferiram do T2 (p<0,05), ja para o leite ndo houve
diferenca entre os tratamentos (Tabela 6). No segundo periodo, os valores isotopicos do
8"3C no sangue do T1 diferiram do T2 (p<0,05), ja os valores isotopicos das fezes e do
leite do T1 ndo diferiram do T2 (p<0,05) (Tabela 6). Os valores isotdpicos de & >N no
leite para os 1° e 2° periodos diferiram entre 0 T1 e 0 T2 (p<0,05) (Tabela 7).



Tabela 6. Comparagéo das médias dod*>C nas fezes, sangue e leite dos tratamentos
Vegetal e Cama de aviério no 1° e 2° periodos

8°C p*
Periodo Dieta Cama
Material Dieta Vegetal
de Aviario
Fezes -15,15 +0,59 -18,17 + 1,88 0,000
1° Sangue -15,28+0,73  -13,86 £0,19 0,000
Leite -1520+0,98 -14,26 +0,73 0,302
Fezes -15,10+£0,30 -16,08 +£1,83 0,137
2° Sangue -15,86+0,22  -14,65+ 0,53 0,000
Leite -16,00£0,19 -15,45+0,48 0,319

“Teste t-Student para amostras independentes com nivel de significancia p< 0,05.

Tabela 7.Comparagio das médias dod *°Nno leite dos tratamentos Vegetal e Cama de
aviario no 1° e 2° periodos

& °N p*
) ) ) Dieta Cama
Periodo Material Dieta Vegetal .
Aviario
1° Leite 5,66 £ 1,06 11,69 + 1,08 0,000
2° Leite 5,07 £ 0,08 7,02 +£1,98 0,003

“Teste t-Student para amostras independentes com nivel de significancia p< 0,05.
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CONCLUSOES

Os resultados indicam que pode ser utilizada a analise dos is6topos estaveis para
identificar as mudancgas nos valores isotopicos dos tecidos analisados em tempos
diferentes dependendo da taxa de incorporacgdo do carbono e do nitrogénio provenientes
das dietas com ou sem cama de aviario. Nas condigdes do presente estudo, a detec¢cdo
da inclusdo de cama de aviario na alimentacdo de vaca leiteiras pelas fezes (5 *C) e
pelo leite (8 *°N) indicou dietas recentes. Sendo as fezes a primeira a refletir o valor
isotopico da dieta, seguido pelo leite e por Gltimo o sangue.

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que o turnover isotépico do
13C nas fezes e do N no leite para meia vida foi de 1,4 dias quando houve a troca da
dieta contendo cama de aviario para a somente vegetal.

O sangue ndo conseguiu atingir o patamar de equilibrio no periodo avaliado
indicando ser um material para detec¢do de dietas de periodos mais longos.

Por essas diferencas apresentadas podemos inferir que o tipo de material influencia no

turnover isotopico, ou seja, havendo troca mais rapida ou mais lenta do is6topo estudado.
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IMPLICACOES

Produtos proibidos na dieta de ruminantes podem gerar riscos sanitarios tanto aos
animais quanto aos humanos, como € o caso do fornecimento da cama de aviario para
vacas leiteiras, por conter proteinas de origem animal podem estar contaminadas com o
prion da encefalopatia espongiforme bovina e, um caso classico da doenca poderia
ocasionar prejuizos financeiros, como ocorreu em paises acometidos pela doenca.
Portanto, surgiu a necessidade de se rastrear a dieta de bovinos leiteiros para
identificacdo de produtos de origem animal em sua composicao.

A utilizacdo da analise dos isOtopos estaveis possibilita obter dados da
incorporacdo do & **C e § *°N da dieta em diversos materiais como, leite, sangue e fezes.
A partir dos resultados obtidos, a anélise mostrou-se eficaz na determinagdo do turnover
de dietas contendo ou ndo cama de aviario, em um curto espaco de tempo sem que
houvesse sacrificio animal, pois utilizou como componentes o leite, sangue e fezes.

Como a utilizacdo da metodologia em ruminantes é recente novos estudos sdo
necessarios para que alguns pontos sejam melhor elucidados. Sugere-se estudos
avaliando o turnover isotépico de & *3C e & >N no sangue, mas com maior perfodo de
adaptacdo dos animais a dieta para que o tecido consiga entrar em patamar de equilibrio,
assim determinando o tempo de troca destes elementos pois, 0 sangue seria um bom
indicador de dietas mais antigas, podendo detectar a inclusdo de cama de aviario em
periodos mais longos.

Também pode ser avaliado outros componentes como pelos, urina; outras
categorias animais, sistemas de producdo, épocas do ano e diferentes niveis de inclusdo
da cama de aviario e a agua oferecida aos animais, pois tudo isso influenciaria na taxa

de troca dos elementos.
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ANEXO 1

AVA
AVAYAY UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA R}f\
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Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Campus de Botucatu

ATESTADO

Atesto que o Projeto "Turnover isotopico de Carbono e Nitrogénio no leite e tecidos
de vacas leiteiras alimentadas com cama de aviario " Protocolo CEUA 0181/2016
, a ser conduzido por Luciane do Carmo Seraphim, responsavel/orientador Prof°®
Dr° Roberto de Oliveira Roga, para fins de pesquisa cientifica/ensino - encontra-se
de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto
n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdao Animal - CONCEA.
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. . 0
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Procedéncia Animais foram comprados

Projeto de Pesquisa aprovado em reuniao da CEUA em 10/11/2016

JOSE NICOLAU PROSPERO PUOLI FILHO
Presidente da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Secédo Técnica Académica
Rua Prof. Dr. Walter Mauricio Corréa, s/n
UNESP - Campus de Botucatu/SP - Cep 18618-681
(14) 3880-2176 - patrizia@fmvz.unesp.br - wwimvz.unesp.br



ANEXO 2

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO %:
Secretariz e Defesa Agropecudria

Departamento de Sadde Animal

Coordenagéo Geral de Combate a Doencas

Coordenagho da Ralvs & das Encefalopatias Espongiformes Transmissivels

INFORMACAO CRHE N° 79/ 2013

Assunto: Projeto de pesquisa com isétopos estaveis para detecgio de residuos de uso
de cama de frango em leite bovino.

Data: 14 de outubro de 2013
Referéncia: Processo 21052.009187/2013-02

O processo em questdo trata de pedido da UNESP ao Mapa, relacionado a
autorizagéo para pesquisa com is6topos estéveis para deteccéo de residuos de cama de
frango em leite de vacas alimentadas com esse suboroduto.

2. Sobre 0 assunto, ressalta-se que a Instrucéo Normativa 08/2004 inclui a cama
de frango dentra ¢s alimentos orofbidos para ruminantes (feed ban), como medida de
prevencdo da encefalopatia espongiforme bovina (EEB). No sentido de observar
obediéncia a IN 08/2004, o servico veterinaric oficial (SVO) vem realizando rotineiras
ﬁsca!zaqbesemreglbesdepotendalriscoparaowolndevldodacamadofrangooomo
alimento para ruminantes, assim como investigacbes de eventuais denlncias sobre esse
uso indevido.

3. Entendemos que, conforme os resultados dessa pesquisa inédita, sera
possivel agregar novos elementos para fortalecer e, até mesmo, reduzir custos das atuais
fiscalizagbes do SVO.

4, Apés consulta ao Comité Cientifico Consultivo de Encefalopatias do Mapa
(CEET), somos favoraveis ao pleito em questao, desde que seguidos os procedimentos
abaixo listados, que visam garantir que os animais objetos dessa pesquisa nao imputem a
situagdo sanitaria do pals quanto 2 EEB:

a) aplicagio de elemento de identificagdo permanente nas vacas que se alimentaréo
com cama de frango, senco que tal procedimento deve ser realizado pelo
interessado e sob a supervisdo do Servigo de Salde Animal - SSA/SFA/SP;

b) assinatura de termo de restricdo de movimentaco desses animais alimentados
com o produto proibido, junto ao SSA/SFA/SP, onde o interessado se compromete
a nao movimentar o animal e a comunicar ao SSA qualquer evento com 0 mesmo,
semelhante ao termo de depositdrio de bovino importado de pais de risco para
EEB;

¢) destinacio das vacas que se alimentar&o com cama de frango: conforme previsto
na IN 41/2009, ou seja, destruicdo na propriedade ou abate com remogao de
material de risco EEB, procedimento esse sob acompanhamento do SSA/SFA/SP.
Ressaltamos que ndo cabe restricdo ao aproveitamento do leite desses animais,
qsantoaorisoodeEEB.poisnoprojetoélnfomadoqueomesmoseré
descartado;

5. Considerando 0 exposto, é importante que o SSA/SFA/SP elabore os
documentos necessarios e discuta com o interessado sobre os procedimentos a serem
aplicados, visando atender aos itens do paragrafo anterior.

Elak%g da Sena

Coordenadora CRHE
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