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CAPITULO 1
CONSIDERACOES INICIAIS



1. Revisao de literatura

1.1. Panorama do leite

O leite é o produto proveniente da ordenha de vacas sadias, sendo aquele
oriundo de outros animais denominado de acordo com a espécie procedente (BRASIL,
1952). E considerado um dos alimentos mais completos, pois apresenta alto valor
bioldgico, devido a composicdo equilibrada de nutrientes e sua facil metabolizacdo
(TRONCO, 2008).

Além da presenca de vitaminas e de todos os minerais biologicamente
importantes, como o célcio e o fosforo, contém diversos aminoacidos essenciais aos
seres humanos (TRONCO, 2008). Somadas as suas propriedades nutricionais, o leite
ainda contém elementos anticarcinogénicos, como o acido linoleico conjugado, a
esfingomielina, o acido butirico, o B caroteno e as vitaminas A e D (MULLER, 2002).

A produgdo mundial de leite aumentou em 20% de 2004 a 2013, crescendo a
uma média de 2% ao ano (FAO, 2013). Além do consumo in natura, o leite é utilizado
na fabricacao de pées, bolos, massas e diversos produtos alimenticios, principalmente os
derivados lacteos, como queijos, iogurtes, creme de leite e manteiga, favorecendo o
consumo.

Atualmente, os Estados Unidos sdo os maiores produtores mundiais de leite,
seguidos pela China e india. O Brasil ocupa a 42 posicdo, com 5,4% da producdo (FAO,
2013), tendo contribuido no ano de 2012 com aproximadamente 32,3 bilhdes de litros,
dos quais 69,1% foram adquiridos por estabelecimentos inspecionados (IBGE, 2012).
Dentre os estados brasileiros destacam-se Minas Gerais, na primeira colocacao, seguido
pelo Rio Grande do Sul e Parana. O estado de S&o Paulo é o sexto produtor, responsavel
por 5,2% da producdo nacional (IBGE, 2012).

Em contrapartida, o interesse dos consumidores em conhecer a origem do leite
e ter uma garantia da sua qualidade também aumentou, sendo estimulado pelos recentes
casos de contaminagdo ocorridos nesse alimento. Em 2012, produtos lacteos fabricados
pela maior exportadora mundial de lacteos, localizada na Nova Zelandia, estavam
contaminados por bactérias patogénicas (HON; LEUNG, 2014). No ano de 2008 houve

adulteracdo com melamina do leite em p6 produzido na China e distribuido nesse pais e



na Europa, contaminando mais de 290.000 chineses, dentre os quais 56.000 criancas
adoeceram (XIU; KLEIN, 2010). O impacto na economia chinesa foi estimado em 3
bilhdes de dolares, ocasionando ainda a perda de 200.000 vagas de emprego, além de
diminuir a confianca dos consumidores nos alimentos chineses (BANATI, 2011).

No Brasil, entre os anos de 2012 e 2014, houve diversas denlncias de
adulteracdes no leite, que teriam sido realizadas por laticinios localizados nos Estados
do Rio Grande Sul e de Santa Catarina (BRASIL, 2014). As analises e fiscalizacdes
realizadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, indicaram o
peréxido de hidrogénio, a soda caustica, o alcool etilico e o citrato como possiveis
adulterantes utilizados (BRASIL, 2014).

Apo6s identificacdo das amostras foi realizada a rastreabilidade dos lotes
fraudados, sendo constatado que o leite adulterado foi processado por grandes laticinios
dos estados de Sdo Paulo, Parana, Rio de Janeiro e Espirito Santo, o que demonstra a
dificuldade em controlar a qualidade desse produto e garantir um alimento seguro ao
consumidor. Além dos adulterantes citados, também podem ser adicionados agua e sal,
caseinomacropeptideos, neutralizantes e reconstituintes.

Paralelamente a adulteracdo direta do leite, com o intuito de ampliar os lucros,
0 uso de alimentos proibidos na alimentacdo das vacas leiteiras também tem ocorrido o
que pode ser considerado um método de fraude, que é o uso da cama de aviario nas

dietas desses animais.

1.2. Cama de aviario

A cama de aviario € o produto resultante da criacdo de frangos de corte em
galpdes, forrados geralmente com um material higroscopico, como a maravalha, pé de
pinus, casca de amendoim ou casca de arroz, a fim de absorver a umidade resultante dos
dejetos desses animais, e a agua que porventura cai dos bebedouros. Também pode
conter restos de racdo animal e até mesmo frangos inteiros ou partes destes. Em granjas
comerciais, a cama de avidrio é reutilizada diversas vezes até ser descartada.

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de carne de frango, tendo
produzido 12,9 milhdes de toneladas em 2013 (FAO, 2013). Considerando uma geracao
de 4,98 kg de cama de aviario por frango alojado (USDA, 2009), e que o Brasil alojou



6,2 bilhdes de pintos de corte em 2014 (CONAB, 2015), a producéo anual de cama de
frango é estimada em 30,9 milhdes de toneladas. Dentre os estados brasileiros, Sdo
Paulo tem grande participacdo nesse montante, pois contém o segundo maior efetivo
nacional de galinaceos.

Devido a grande disponibilidade e baixo custo desse residuo em regides
produtoras de frango, e pela dificuldade de uma destinacdo correta, a cama de aviario
era amplamente utilizada na alimentacdo de ruminantes. Além disso, pode conter mais
de 20% proteina bruta, proporcionando em condi¢des especificas, a diminui¢cdo nos
custos com alimentacdo do rebanho (PEREIRA et al., 2003; RODRIGUES FILHO et
al., 2002).

Apesar dessa vantagem econdmica, a cama de aviario pode carrear Sérios
problemas de salde aos animais, como o botulismo (DUTRA; DOBEREINER;
SOUZA, 2005; KRUGER et al., 2012) que pode afetar o ser humano (LINDSTROM et
al., 2010) , e a encefalopatia espongiforme bovina (EEB) (HUESTON, 2013), existindo
evidéncias da associacdo da EEB com a encefalopatia espongiforme transmissivel
denominada variante da doenga de Creutzfeldt-Jackob, relatada em humanos que
ingeriram carne de bovinos infectados pela EEB, caracterizando-se como zoonose
(GOTELIPE, 2006).

A EEB teria sido originada a partir da alimentacdo de ruminantes com produtos
animais contaminados com o agente infeccioso, os prions, que sdo formas alteradas de
proteina com membrana de funcBes desconhecidas, resistentes a acdo de enzimas
(proteases) (GOTELIPE, 2006). A forma normal dessa proteina esta presente na maioria
das membranas plasmaticas das células, principalmente no sistema nervoso central. Os
prions induziriam a conversdao da proteina normal na forma alterada (GOTELIPE,
2006), afetando o sistema nervoso e causando alteracbes no comportamento dos
animais, por isso a doenca ficou conhecida como “mal da vaca louca”.

A doenca da vaca louca descoberta no Reino Unido, em 1986, acometeu
principalmente o gado leiteiro, e constatou-se que o principal veiculo de infeccdo era a
farinha de carne e 0ssos, pois devido a alta exigéncia nutricional o rebanho leiteiro era
alimentado com dietas contendo altos teores dessa farinha, para suprir as necessidades
proteicas (SMITH; BRADLEY, 2003). Como a cama de aviario pode conter residuos de

farinha de carne e 0ssos bovinos em sua composi¢do, devido a presenca de restos da



racdo fornecida aos frangos, que geralmente é formulada com esse tipo de farinha, a
cama de aviario pode carrear 0 mal da vaca louca.

Apo0s a crise da vaca louca e os surtos de gripe aviaria no Japdo, Russia e
Europa, a utilizacdo de subprodutos de aves na alimentacdo de animais ficou mais
restrita. Com o aumento dessas doengas, o receio dos consumidores quanto a seguranca
sanitaria dos alimentos levou os paises a implantarem novas barreiras e leis para
assegurar a confianga dos mercados consumidores.

Devido as pressdes do mercado internacional, o uso de algumas proteinas
provenientes de mamiferos na alimentacdo de ruminantes foi proibido na Europa pelo
Regulamento (CE) n° 999/2001 (PARLAMENTO EUROPEU E CONSELHO, 2001), e
no Brasil pela Instrugdo Normativa n° 08 (BRASIL, 2004), com o intuito de prevenir,
controlar e erradicar determinadas encefalopatias espongiformes transmissiveis, ficando
proibido o uso da cama de aviario nas dietas de ruminantes. Posteriormente, também foi
proibida a alimentacdo de animais terrestres de uma determinada espécie, com proteinas
animais derivadas de animais da mesma espécie (PARLAMENTO EUROPEU E
CONSELHO, 2009).

No Brasil foram constatados dois casos nédo classicos da doenca da vaca louca
nos Estados do Parana e Mato Grosso nos anos de 2010 e 2014, respectivamente
(BRASIL, 2012; 2014). No entanto como os casos foram considerados atipicos, ou seja,
ocorreram de forma esporadica e espontanea, sem relacdo com a ingestdo de alimentos
contaminados, a Organizagdo Mundial de Saide Animal (OIE) manteve o status do
Brasil de risco insignificante para a EEB (OIE, 2014).

Visto que o Brasil é o maior exportador mundial de carne bovina e carne de
frango e o quarto produtor de leite (FAO, 2013), além dos riscos sanitarios, a ocorréncia
de um caso classico de vaca louca poderia ocasionar embargos a importagdo de
produtos pecuarios brasileiros, gerando perdas econdmicas, como ocorridas no Reino
Unido que sofreu um prejuizo de US$ 10 bilhdes apos a crise da vaca louca (BANATI
2011).

No Brasil, ha evidéncias do uso da cama de avidrio como alimento a
ruminantes (PEREIRA; DUTRA, 2012). Atualmente, a identificacdo dessas
irregularidades é confirmada quando os animais tem acesso a cama de aviario pura ou

associada a outros alimentos, sendo necessaria a confirmacdo da presenca de penas ou



outros indicios de residuos animais na dieta, pelos métodos oficiais de PCR (reacdo de
polimerizacio em cadeia) ou microscopia eletrénica (COMISSAO EUROPEIA, 2013).
Isso causa dificuldades na autuacdo do proprietario do animal quando ndo sé&o
encontrados esses vestigios na alimentacdo fornecida, visto que alguns criadores
fornecem a cama de aviario aos animais no periodo noturno, quando ndo ha
fiscalizacdo.

Com isso, € necessario buscar novas tecnologias, que deem suporte a
fiscalizacdo da qualidade dos produtos e evitem o0 uso de préticas ilegais, que colocam
em risco a saude do consumidor e a economia nacional. Dessa forma, € necessaria uma
técnica que possibilite detectar 0 uso dessa substancia ilicita na alimentacdo animal
através da analise do leite ou de outras substancias retiradas do animal, diminuindo as

possibilidades do infrator burlar a fiscalizagéo.

1.3. Isétopos estaveis em bovinos leiteiros

Uma alternativa promissora para identificar a origem e qualidade de produtos
de origem animal e vegetal é a técnica dos isotopos estaveis (CARRIJO et al., 2006),
podendo ser utilizada como ferramenta nos estudos de rastreabilidade (MARTINS et al.,
2012). Apesar do uso dessa técnica em diversas pesquisas de rastreabilidade de
subprodutos de origem animal na alimentacdo de aves (CARRIJO et al., 2006;
DENADAI et al., 2008, 2009; KANAYAMA et al., 2012; MORI et al., 2007;
OLIVEIRA et al., 2010), sdo escassos 0s estudos na area de ruminantes.

Isbtopos estaveis sdo atomos do mesmo elemento quimico, que possuem o
mesmo numero atbmico (Z), ou numero de prétons. Como os atomos sao dispostos na
tabela periodica pelo nimero atdmico, os is6topos estaveis sdo aqueles que ocupam o
mesmo (ISO) lugar (TOPOS) na tabela, e sdo estaveis por ndo emitirem radiacéo,
podendo ser utilizados como marcadores naturais em estudos cientificos, sem riscos a
salde.

O nucleo dos atomos é constituido de néutrons (N) e prétons (Z), enquanto 0s
elétrons estdo dispostos ao redor do nucleo, na eletrosfera. A diferenca entre os is6topos
estd no nucleo, por possuirem namero de néutrons distintos, o que lhes confere diferente

numero de massa (A), pois A=Z+N. Por ser um sistema eletricamente neutro, 0s &tomos



tem o nimero de elétrons idéntico ao numero de prétons, o que atribui aos is6topos
eletrosferas idénticas, e como as reacdes quimicas ocorrem na eletrosfera, 0s isétopos de
um mesmo elemento néo sdo diferenciados pelas membranas celulares.

A eletrosfera determina o comportamento quimico do atomo, enquanto o
nacleo é responsavel pelas suas propriedades fisicas. Por isso, 0s is6topos estaveis de
um mesmo elemento tém propriedades quimicas semelhantes e propriedades fisicas
diferentes, o0 que permite a discriminacao isotopica pelo espectrémetro de massa, que
separa 0s atomos e moléculas de acordo com suas massas, cargas € movimentos em
campos elétricos e magnéticos (HOEFS, 2009).

A ocorréncia natural dos is6topos estaveis na biosfera, litosfera, hidrosfera e
atmosfera (DUCATTI, 2007) contribuiu para a ampla gama de utilizacdo dessa
ferramenta nas diversas areas do conhecimento, como a paleontologia (RAMIREZ,
2012), arqueologia (SALGAN et al., 2012), oceanologia (QUIJANO et al., 2012),
hidrogeologia (MONGELLI et al., 2013), aquicultura (DUCATTI, 2007), ecologia
(PEREIRA, 2007), e entre outras também esta a aplicagdo na zootecnia (DUCATTI et
al., 2011).

Os elementos de principal interesse sdo o carbono, hidrogénio, oxigénio,
nitrogénio e enxofre (CHON’S), pois estdo presentes nos compostos bioldgicos
(carboidratos, lipideos, proteinas, aminoacidos e acidos nucleicos) (DUCATTI et al.,
2011). Dentre as diversas linhas de pesquisa com aplicacdo da técnica de is6topos
estaveis na zootecnia, exemplifica-se os estudos da preferéncia alimentar dos animais
(MARTINS, 2010), estimativa da idade de desmame de ruminantes (SILVA et al.,
2010), distingdo dos diversos sistemas de producdo de carne (YANAGI et al., 2012),
certificacdo da origem geografica da carne (SUN et al., 2012), do leite (CRITTENDEN
et al., 2007), de produtos lacteos (CAMIN et al., 2012) e na rastreabilidade da dieta
animal pela analise do leite (RENOU et al., 2004).

Apesar dos isdtopos estaveis serem tragcadores potenciais no leite (PRACHE et
al., 2005), sdo escassos 0s estudos quanto a rastreabilidade de dietas contendo
subprodutos de origem animal na alimentacdo do gado leiteiro, pela analise isotdpica do
leite e dos produtos lacteos, sendo 0s isétopos de carbono e nitrogénio considerados
otimos indicadores para correlacionar os produtos de origem animal com o seu ambiente
de criacdo (SUN et al., 2012).



Naturalmente, existem dois ou mais is6topos estaveis dos atomos de interesse,
sendo o0 &tomo mais leve de maior abundéncia, como ocorre para o carbono e o
nitrogénio que possuem dois is6topos estaveis, °C e °C, e 1*N e N, respectivamente.

A distribuicdo isotépica nos animais € geralmente relacionada a composicdo
isotopica da dieta, sendo que para o carbono e o nitrogénio ocorre o enriquecimento do
isétopo pesado nos animais em relacdo as suas dietas (PETERSON; FRY, 1987), o que
torna o is6topo estavel do carbono-13 e do nitrogénio-15 excelentes tracadores em
variacdo natural (DUCATTI et al., 2011).

A razdo do enriquecimento isotdpico de uma amostra em relacdo ao seu padréo
é denominada variabilidade isotopica, e pode ser estimada através do animal como um
todo, ou individualmente pelos seus tecidos e compostos bioquimicos. A variabilidade
isotopica dos elementos é calculada pela equacdo 1 (PETERSON; FRY, 1987):

R amostra) _ 1]

dx(amostra, padrio) = [( R padrao

1)

Na qual:

- Ox(amostra, padrdo) ¢ o enriquecimento da razdo isotdpica do elemento de
uma amostra em relagdo ao padrdo internacional desse elemento, em partes per mil (%o).

- R é a razéo isotépica do is6topo pesado em relacdo ao leve (**C/*2C, °N/*N,
80/*0, 2H/*H) da amostra e do padréo, respectivamente.

O padréo utilizado para o carbono é o Peedee Belemnite (PDB), um carbonato
solido de Belemnitela da era cretacea, Belemnitela americana, da formacdo Peedee da
Carolina do Sul, que produz CO; quando reagido com 100% H3PO,4 a 25,2°C (CRAIG,
1957). Os valores isotopicos do *C sdo expressos em delta per mil (§*3C) da razéo
isotépica **C/**C do produto em relacdo ao padréo.

A principal diferenciacdo isotopica do carbono-13 ocorre pela distincdo nos
processos de fotossintese das plantas Cjz (arroz, aveia, trigo, leguminosas, gramineas
temperadas) e C4 (milho, cana-de-agUcar, gramineas tropicais), onde o primeiro
composto organico a ser sintetizado € o acido carboxilico, com trés e quatro atomos de
carbono, respectivamente. Durante a captacdo de CO; e producdo de carboidratos, as
plantas C3 incorporam mais carbono-12 do que carbono-13, em comparacao as plantas
Cs, 0 que torna a composicio de §'°C das plantas C3 mais leve que as C,, com valores
médios de -28%o e -13%o para as plantas C3 e Cy4, respectivamente (SUN et al., 2011).



A variabilidade isotopica do nitrogénio ¢ expressa em delta per mil (8"°N) da
raz&o isotopica “°N/**N do produto em relacéo ao padréo internacional, o ar atmosférico,
que ¢ bem homogeneizado, com uma composi¢do isotopica constante a 0%o (FRY,
2006). Nas plantas a diferenciacdo da razéo isotopica do nitrogénio ocorre de acordo
com o tipo da fonte de nitrogénio utilizada, ndo sendo interferido pelo ciclo
fotossintético, como no carbono (DUCATTI et al., 2011).

As plantas que possuem em suas raizes bactérias fixadoras de nitrogénio, como
a maioria das leguminosas, utilizam o N, do ar atmosférico como fonte de fixag&o,
tendo a razdo isotopica muito proxima ao padrdo (DUCATTI et al., 2011). Como o0s
processos de absorcdo de nitrogénio causam pouco fracionamento isotopico, a razao
isotdpica de plantas ndo fixadoras, como as gramineas, geralmente refletem a assinatura
das fontes de nitrogénio (SUN et al., 2011), sendo os valores de °N influenciados
pelas condi¢des do solo, tipo de clima e intensidade do uso agricola (KORNEXL et al.,
1997).

As plantas cultivadas em solos adubados com fertilizantes industrializados
tendem a menores valores de 8'°N em relacdo aquelas cultivadas em solos ricos em
matéria organica ou adubados com fertilizantes organicos, pois 0s adubos
industrializados sdo fabricados a partir do nitrogénio atmosférico, possuindo valores de
8N proximos a 0%o, enquanto a matéria organica possui valores préximos a 10%o
(KENDALL; DOCTOR, 2005).

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

Os isotopos de hidrogénio e oxigénio também sdo utilizados nos estudos
animais, e devido a estarem sujeitos a processos de fracionamento como evaporacéo,
condensacéo e precipitacdo, que tem forte ligacdo com a latitude, tem sido empregados
principalmente em pesquisas de certificagdo de origem geogréafica de produtos
(DUCATTI et al., 2011) como o azeite de oliva (CAMIN et al., 2010), vinagre de vinho



10

(CAMIN et al., 2013), carne (HEATON et al., 2008), queijo (CAMIN et al., 2012) e do
leite (RENOU et al., 2004).

Apesar dos valores isotopicos de carbono e nitrogénio estarem mais
intimamente ligados a dieta animal, os is6topos de hidrogénio e oxigénio seriam
ferramentas adicionais na rastreabilidade, pois analises combinadas utilizando
multielementos, podem auxiliar na ligacdo entre informacGes, a fim de promover
melhor entendimento sobre o objeto em estudo (DUCATTI et al., 2011).

O hidrogénio tem dois is6topos estaveis, o hidrogénio (*H) e o deutério (*H ou
D), sendo os valores isotopicos expressos em delta per mil (62H ou o0D) da razado
isotépica “H/*H do produto em relacdo ao padrdo internacional, e devido ao isétopo
pesado ter o dobro da massa do leve, o fracionamento é mais evidente (FRY, 2006),
apresentando a maior variacdo na razdo isotopica de todos os elementos (HOEFS,
2009). A agua dos oceanos é o maior reservatorio de hidrogénio da biosfera, sendo
utilizada a média das aguas dos oceanos (SMOW) como padréo internacional.

O oxigénio tem trés isotopos estaveis, *°0, 'O e 80, mas por causa da maior
abundancia natural e da diferenca entre as massas do *°O e do 0, os valores isotépicos
do oxigénio sdo expressos em delta per mil (5'20) da razio isotépica **0/*°0 do produto
em relacdo ao padréo internacional (HOEFS, 2009), que pode ser o padrdo SMOW ou 0
PDB (FRY, 2006).

A analise de isOtopos estaveis de outros elementos, como 0 oxigénio e
hidrogénio, também foi utilizada por outros autores (BONTEMPO et al., 2012; CAMIN
et al., 2008; NOVELLI et al, 2013) em conjunto com as analises de carbono e
nitrogénio em estudos de rastreabilidade.

A rastreabilidade € o conjunto de informacdes pelo qual € possivel descrever o
historico de producdo de um alimento, e 0s processos e transformacgdes pelos quais
passou até chegar ao consumidor, sustentando uma maior garantia da qualidade desse
produto, permitindo uma rapida deteccdo de problemas durante a produgdo (WILSON;
CLARKE, 1998). De acordo com Zhou et al. (2010), em pesquisa realizada em Pequim,
a maioria dos consumidores estaria disposta a pagar mais pelo leite que tivesse um
sistema de rastreabilidade, pois estédo preocupados com a seguranga alimentar.

Crittenden et al. (2007) encontraram impressdes isotdpicas distintas no leite

coletado no outono, de vacas criadas a pasto em sete regides distintas da Australia e
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Nova Zelandia, indicando que as diferentes impressdes isotopicas das dietas se
refletiram no leite. Os autores relacionaram as razées isotépicas de *C e **0 com a
latitude, além de uma clara ligagdo do ‘0 com a relagdo chuva/evaporagéo, concluindo
que a analise isotdpica multielementar tem grande potencial para determinar a origem
geografica dos produtos lacteos na Australia.

Lourengo et al. (1984) verificaram que os valores de 81C encontrados nas
fezes e no leite modificaram-se rapidamente nos trés primeiros dias apds a substitui¢do
da silagem de milho (C,) pelo feno de soja perene (C3) na alimentacdo das vacas,
enguanto no sangue a variabilidade foi pequena. Para avaliar as alteracdes isotopicas 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 5*°C e
8N do soro sanguineo ap6s substituicdo da dieta inicial por outra contendo farinha de
carne e 0ssos bovinos como fonte proteica.

Ao compararem as razfes isotopicas de carbono entre vacas criadas em
diferentes pastos de plantas C3 ou C4, Minson et al. (1975) concluiram que a
determinacgéo da dieta e a origem do animal pode ser determinada pela mensuragéo das
razdes isotépicas do carbono-13 de seus produtos e tecidos, pois os valores de 8C
foram de -15,5%o, -15,0%0, -22,5%0 € -26,0%0 no leite € -12,1%o, -15,1%o, -22,3%0 €
-26,2%0 no pelo, refletindo os valores de -14,0%0 (Cy), -12,4%0(C4), -25,4%0(C3) €
-28,9%0(C3) das pastagens.

Knobbe et al. (2006) trabalharam com vacas leiteiras previamente alimentadas
por seis meses com uma dieta mista de plantas C, e Cs, sendo substituida
gradativamente durante sete dias por uma dieta de plantas Cs, para determinar a
correlagdo dos isétopos de **C e ®N em diferentes regimes de alimentacdo. Durante a
alimentacdo mista os contetidos de 5'°C do leite e da urina diminuiram em relacdo a
dieta, enquanto na alimentacdo exclusivamente com plantas C3 o leite e a urina foram
enriquecidos em *3C em relacdo a dieta, sendo os valores de §*3C menores no leite em
relacdo a urina, em ambas as dietas. Apesar de ndo haver diferencas significativas dos
valores de 8"°N no leite com a alteracdo das dietas, os valores foram enriquecidos no
leite, e empobrecidos significativamente na urina em relacéo a dieta. Foram encontrados
valores estaveis do 8*3C do leite total e da urina 10 dias apés o inicio da mudanca de

dieta de C4/C; para Cs, e quando alterada a dieta de C; para C4/C3 demorou seis dias
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para estabilizar no valor previamente encontrado. J4 os valores de 8"°N no leite ndo
foram alterados com a troca de dietas, enquanto o 8"°N na urina estabilizaram ap6s 42
dias na troca de dieta de C4/C3 para Cs, e apenas 12 dias quando realizada a volta da
dieta mista, provavelmente pelo maior valor de 5N na dieta C4/Cs e pela maior
excrecdo do is6topo **N na urina.

Apos alternar a alimentacdo de vacas leiteiras entre dietas compostas por feno
de alfafa e cevada (C3) para outra composta de milho (C,4), Boutton et al. (1988)
obtiveram uma maior enriquecimento em **C no leite total das vacas alimentadas com a
dieta C4 em relacdo ao das vacas alimentadas com dieta C3. A composicao isotdpica do
leite aproximou-se da composicao isotdpica 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 formacéo 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 anélise de 88C e 5N 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 vegetacdo e
ambiente.

Analisando o soro do leite, Renou et al. (2004) obtiveram valores de 50 e
8H menores na regido montanhosa (1100m) em comparacdo & de menor altitude
(200m), refletindo as diferencas significativas entre as dguas de bebida fornecidas aos
animais. No entanto as aguas de bebida ndo sofreram alteracGes isotOpicas entre as
estacOes de primavera ¢ inverno nas suas respectivas regides, aparentando o 80 ser o
melhor parametro para discriminar a origem geogréafica ou a dieta. Kornexl et al. (1997)
encontraram um enriquecimento de 20 entre 2 e 6%o no soro do leite em relagio & agua
de bebida.

Os is6topos estaveis de *C, N, *H e O podem ser uma ferramenta

promissora de apoio na rastreabilidade dos alimentos (NOVELLI et al., 2013), podendo
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auxiliar na rastreabilidade da cama de aviario na alimentacdo de bovinos de leite,

surgindo como nova ferramenta na fiscalizagdo e controle de qualidade dos alimentos.
1.4. Justificativa e objetivos

Dentro desse contexto, visto que o leite é consumido em larga escala no
mundo, e devido aos riscos sanitarios e econdmicos citados, o objetivo foi avaliar as
alteracBes nos valores dos isotopos estaveis de carbono (5'°C), nitrogénio (5°N),
oxigénio (5'%0) e deutério (8°H) no leite, gordura do leite, soro do leite, proteina do
leite, sangue, soro sanguineo, plasma sanguineo e fezes, ocasionadas pela inclusdo da
cama de aviario na dieta de vacas leiteiras, e identificar o is6topo e o componente
animal mais indicado na rastreabilidade desse residuo.

Os dados obtidos neste estudo servirdo de base para auxiliar em futuras
fiscalizagdes e em experimentos de rastreabilidade em bovinos leiteiros pela analise dos
componentes animais e elementos estudados, além de fortalecer o uso dos isétopos

estaveis como ferramenta nas pesquisas de autenticacdo da qualidade e origem do leite.

O Capitulo 2, denominado “I sotopos estaveis no leite: rastreabilidade da cama
de aviério utilizada na alimentacdo de ruminantes” apresenta-se de acordo com as
normas para publicacdo na International Dairy Journal. O objetivo deste estudo foi
avaliar os is6topos estaveis de carbono (5'3C), nitrogénio (8°N), oxigénio (5'°0) e
deutério (8°H) no leite e suas fracdes (gordura, soro e proteina) de vacas alimentadas

com ou sem cama de aviario.

O Capitulo 3, denominado “Rastreabilidade da cama de aviario em bovinos
leiteiros pela anélise multi-isotopica de sangue e fezes” apresenta-se de acordo com
as normas para publicacdo na International Dairy Journal. O objetivo deste estudo foi
avaliar os isétopos estaveis de carbono (813C), nitrogénio (815N), oxigénio (8180) e
deutério (8°H) no sangue e suas fracdes (plasma e soro sanguineo) e nas fezes de vacas

alimentadas com ou sem cama de aviario.
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IsGtopos estaveis no leite: rastreabilidade da cama de aviario utilizada na

alimentacdo de ruminantes

Resumo

A rastreabilidade da cama de aviario na dieta de vacas leiteiras foi realizada
pela andlise dos isotopos estaveis de carbono (813C), nitrogénio (8"N), oxigénio (6180)
e deutério (8°H) no leite e suas fracdes (gordura, soro do leite, e proteina). Os valores de
8"3C e 8N do leite e suas fragdes foram maiores nos animais alimentados com a dieta
contendo cama de aviario em comparacao aos da dieta vegetal, enquanto os valores de
50 e §°H foram semelhantes entre os tratamentos. As anélises de componentes
principais do leite e suas fracBes proteina e soro permitiram distinguir o grupo
alimentado com cama de aviario dos grupos alimentados com a dieta vegetal, sendo o0s
isétopos de 5'°C e 8*°N os mais representativos. No entanto, a rastreabilidade néo foi
possivel na gordura extraida do leite. Os resultados demonstraram a possibilidade de
rastrear a presenca da cama de aviario na dieta de bovinos leiteiros pela andlise
isotopica do leite e suas fragbes proteina e soro, surgindo como nova ferramenta na

fiscalizacéo e controle de qualidade deste alimento.

Palavras-chave: rastreabilidade, istopos estaveis, leite, vacas leiteiras, cama de aviario
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Stable isotopes in milk: traceability of poultry litter in dairy cow diet

Abstract

Traceability of poultry litter in dairy cow diet was performed by analysis of
stable isotopes of carbon (813C), nitrogen (3™N), oxygen (8180) and deuterium (82H) in
milk and its fractions (fat, whey, and protein). The values of 5*C and "°N were higher
in milk and fractions of animals fed diet containing poultry litter than those fed with
vegetable diet, while the values of §®0 and 5°H remained similar. The principal
component analysis of milk and fractions (protein and water) differed among the group
which diet contained poultry litter from those fed vegetable diet, where the stable
isotopes of carbon and nitrogen were more representative. However, by stable isotopes
in the fat was not possible to differentiate between treatments. The results demonstrate
the capacity to track the presence of poultry litter in dairy cow diet by isotopic analysis
of milk and its components (protein and whey), emerging as a new tool in the

supervision and quality control of this food.

Key-words: traceability, stable isotopes, milk, dairy cows, poultry litter
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1. Introducéo

A produgdo mundial de leite aumentou em 20% entre 2004 e 2013, crescendo a
uma média de 2% ao ano (FAO, 2013). Em contrapartida, também aumentou o interesse
dos consumidores quanto a qualidade e origem do leite, impulsionado pelo caso de
contaminacdo de produtos lacteos com bactérias patogénicas ocorrido em 2012 na maior
exportadora mundial de lacteos (Hon & Leung, 2014), além da adulteracdo com
melamina na China, contaminando mais de 290.000 pessoas em 2008 (Xiu & Klein,
2010) e gerando um prejuizo na economia chinesa estimado em 3 bilhdes de ddlares
(Béanati, 2011).

Além da adulteracdo do leite, 0 uso de alimentos proibidos na alimentacdo das
vacas leiteiras também é considerado um método de fraude. Dentre os produtos
proibidos na alimentacdo de ruminantes, esta a cama de aviario, que pode conter restos
de farinha de carne e 0ssos e até carcagas inteiras ou partes de frangos, podendo carrear
sérios problemas de salde aos animais, como o botulismo (Kriiger, Grosse-Herrenthe,
Schrodl, Gerlach, & Rodloff, 2012), e a encefalopatia espongiforme bovina (EEB)
conhecida como “mal-da-vaca-louca”, que ¢ associada a encefalopatia espongiforme
transmissivel que acomete os humanos, denominada variante da doenga de Creutzfeldt-
Jackob (Hueston, 2013).

Apesar da proibicdo do uso de alimentos contendo proteinas de origem animal
na alimentacdo de ruminantes, na Unido Europeia e em diversos paises, como
consequéncia da crise sanitaria da EEB que acometeu mais de 180 mil bovinos somente
no Reino Unido (Smith & Bradley, 2003), o uso da cama de aviario é favorecido pela
proximidade entre granjas leiteiras e regides produtoras de aves, aliada a indiferenca de
muitos produtores.

Diante do exposto, é necessario buscar novas tecnologias que possibilitem
detectar essa prética ilegal, que coloca em risco a integridade dos animais, a sadde do
consumidor e a economia da cadeia leiteira. Nesse contexto, 0s isétopos estaveis sao
tracadores potenciais no leite (Prache, Cornu, Berdagué, & Priolo, 2005), pois
correlacionam os produtos de origem animal com o seu ambiente de criagdo (Sun, Guo,
Wei, & Fan, 2012).
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Como sdo escassos 0s estudos de rastreabilidade de dietas contendo proteina
animal na alimentacdo do gado leiteiro, o objetivo foi rastrear a incluséo da cama de
aviario na dieta de vacas leiteiras, pela analise dos isotopos estaveis de carbono (813C),
nitrogénio (5°N), oxigénio (5'20) e deutério (5°H) no leite e suas fracdes (gordura, soro
do leite, e proteina), para identificar qual istopo e tecido é mais indicado nessa
rastreabilidade, contribuindo na fiscalizacdo do uso de produtos proibidos na dieta de

ruminantes.

2. Materiais e métodos

O experimento foi realizado no Setor de bubalinos da Fazenda Experimental
Lageado, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP, em Botucatu/SP,
no periodo de 21/01/2014 a 05/05/2014, totalizando 105 dias, incluindo o periodo de
adaptacédo de 15 dias para adequacgédo do consumo dos animais a dieta contendo silagem
de milho, pois eram animais habituados ao pastejo de forragens.

Foram utilizadas 12 vacas mesticas, com producdo média de 6 litros de
leite/dia, distribuidas em dois tratamentos, o controle, com dieta estritamente vegetal
durante todo periodo experimental, e o tratamento cama de aviario, com inclusdo de
50% de cama de aviario na dieta durante o primeiro periodo experimental de 55 dias. As
dietas foram formuladas para serem isoproteicas (14% PB) e isoenergéticas (67%
NDT), com base no NRC (2001) (Tabela 1).

O projeto foi autorizado pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) através da Coordenadoria da Raiva dos Herbivoros e das
encefalopatias Espongiformes Transmissiveis, pela Informacdo CRHE n° 79/2013
(Anexo 1) através do processo n° 21052.009187/2013-02, devido a proibi¢do do uso da
cama de aviario na dieta de ruminantes. A pesquisa foi acompanhada por fiscais federais
do MAPA, desde sua implantacdo até a conclusdo. Os animais alimentados com cama
de frango foram identificados com brincos individuais e eutanasiados apds o término do
experimento.

O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Botucatu/SP com protocolo de
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n° 152-2013/CEUA (Anexo 2), sendo realizado de acordo com a Diretiva 63 (Unido
Europeia, 2010).

Tabela 1

Composicdo percentual, valor isotdpico (n=3) e desvio padrdo das dietas experimentais.

Ingredientes (%) _ Dietas
Cama de aviario Vegetal

Silagem de milho 40 70
Silagem de grdo umido de milho 10 15
Farelo de soja - 15
Cama de aviério 50 -
Total 100 100

81°C (%o)° -17,4+0,4 -13,7+0,1

8N (%o) 10,50,1 3,0+0,0

5180 (%o) 11,620,0 13,0+0,0

8°H (%o) 19,3+1,6 1,2+0,7

% 3: enriquecimento das razdes isotopicas dos elementos carbono (8"°C), nitrogénio
(8"°N), oxigénio (5'0) e hidrogénio (5°H) de uma amostra, em relacdo ao padréo

internacional desse elemento, em partes per mil.

As vacas foram ordenhadas diariamente pelo sistema manual as 6:00 h, e
alimentadas, ad libitum, duas vezes ao dia (8:00 h e 16:00 h), permitindo uma sobra de
até 10% na matéria natural. Durante o primeiro periodo experimental os animais do
tratamento controle receberam a dieta estritamente vegetal, enquanto os animais do
tratamento cama de aviario foram alimentados com a dieta cama de aviario (Tabela 2).

No segundo periodo, apds 55 dias de experimento, a dieta do tratamento
controle ndo foi alterada, enquanto os animais do tratamento cama de aviario passaram a
receber a dieta estritamente vegetal, durante 35 dias, totalizando 90 dias de avaliacdo
(Tabela 2).

O leite foi coletado individualmente de cada vaca apos limpeza e higienizacdo
dos tetos, e amostrado no dia inicial e nos dias 55 e 90 da fase experimental. As

amostras de leite foram processadas em centrifuga (Sorvall ST16R, Thermo Electron
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Led GmbH, Osterode, Alemanha) a 20000 g por 30 min a 4 °C conforme método
utilizado por Scampicchio et al. (2012), resultando em trés fracdes, denominadas de
gordura (sobrenadante), soro do leite (parte intermediaria) e proteina (precipitado).
Também foram coletadas amostras das dietas experimentais.

Tabela 2
Cronograma de dietas fornecidas durante periodo experimental.

Periodo experimental

Tratamento i :
1° (1 a 55 dias) 2° (55 a 90 dias)
Cama de aviério Dieta cama de aviario Dieta vegetal
Controle Dieta vegetal Dieta vegetal

As amostras de leite foram liofilizadas a vacuo (Liotop L108, Liobras, Sao
Carlos, Brazil) a -55 °C e pressao de 50 uHg por 72 h. Depois de secas, foram moidas
em moinho criogénico (Geno/Grinder 2010, Spex SamplePrep LLC, Metuchen, EUA)
em frequéncia de 700 rpm durante 2 min. ApoOs a coleta e processamento todas as
amostras foram armazenadas a -20 °C até a utilizacao.

Depois de descongeladas, as amostras solidas foram pesadas em balanca de
precisdo (MX5, Mettler Toledo, Suiga), e as amostras liquidas de leite, soro do leite e
proteina foram pipetadas diretamente em capsulas individuais de estanho, nas
quantidades de 0,2 uL, 0,4 uL e 0,2 pL para as andlises de carbono, e nas quantidades
de 6 pL, 6 pL e 2 pL para as analises de nitrogénio, respectivamente. Para as amostras
de leite liofilizado, gordura e das dietas experimentais foram utilizados os intervalos de
massas de 80 a 120 pg, 50 a 70 pg e de 80 a 120 pg, para as andlises de carbono.
Devido a quantidade insignificante de nitrogénio na gordura, ndo foi realizada a analise
dos isotopos de nitrogénio nessa amostra. Para as analises de nitrogénio do leite
liofilizado e das dietas experimentais foram utilizadas massas de 4000 a 4500 ug e de
2000 a 2500 pg, respectivamente.

Foram utilizadas quantidades iguais de amostras para as analises de oxigénio e
deuterio, colocadas em cépsulas de prata, no volume de 0,4 pL para leite liquido, soro
do leite e proteina, e nas massas de 200 a 250 g, 140 a 165 pg, e de 200 a 250 pg para

as analises de gordura, leite liofilizado e dietas experimentais, respectivamente.
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As amostras foram analisadas por meio do espectrometro de massas de razéo
isotopica (Finnigan DELTA-V; Thermo Fisher Scientific Inc., Bremen, Alemanha)
acoplado ao analisador elementar (Flash 2000 Organic EA for IRMS; Thermo Fisher
Scientific Inc., Bremen, Alemanha), no Centro de Isotopos Estaveis Ambientais do
Instituto de Biociéncias da UNESP, campus de Botucatu/SP, para obtencdo da razédo
isotopica.

A razdo do enriquecimento isotopico de uma amostra em relacdo ao seu padréo
é denominada variabilidade isotdpica, e pode ser estimada através do animal como um
todo, ou individualmente pelos seus tecidos e compostos bioquimicos. A variabilidade

isotopica dos elementos foi calculada pela equacédo 1 (Peterson & Fry, 1987):

SX(amostra, padréo) — [(Ramostra/ Rpadréo) - 1] (1)

Na qual:

- dX(amostra, padrdo) é o enriquecimento da razdo isotopica do elemento de uma
amostra em relacdo ao padrio internacional desse elemento, em partes per mil (%o).

- R é a razdo isotopica do is6topo pesado em relacdo ao leve (**C/**C, ®N/™N, **0/*0,
H/*H) da amostra e do padrdo, respectivamente.

Foram utilizados os padrées PDB e N, do ar atmosférico para 0 5°C e 5N,
respectivamente, e o padrdo SMOW para as analises de 520 e 5°H.

Os dados isotdpicos obtidos foram submetidos a andlise multivariada de
componentes principais pela matriz de correlagdo, no programa Minitab 16 (Minitab
Inc., Statte College, PA, 2010), para verificar o isétopo mais indicado na rastreabilidade
da cama de aviario no leite e suas fracGes e avaliar a formacdo de diferentes grupos de
resposta. Foi realizada a plotagem dos dados isotopicos em graficos de dispersdo, que
possibilitam rastrear a possivel dieta fornecida ao animal, pelo confronto de amostras

aleatdrias com o gréfico.
3. Resultados e discussao

A inclusdo do ingrediente cama de aviario na dieta diminuiu o valor isotopico

de 883C da dieta cama de aviario em comparacdo a dieta vegetal (Tabela 1), pois seu
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valor isotdpico se aproxima aos das plantas Cs, devido a presenca de maravalha em sua
composicdo, enquanto a composicdo isotopica da dieta vegetal, por conter maior
quantidade de silagem de milho, se assemelha as plantas C4. O 8*°N foi mais elevado na
dieta cama de aviario, pois a cama de aviario contém muitas excretas de frango, o que
enriquece o valor isotépico de nitrogénio na cama de aviario (5"°N=10,6%o).

Para os valores isotopicos de oxigénio e deutério, a inclusdo da cama de aviario
aumentou a razdo isotépica de 8°H e diminuiu o valor de 820 da dieta cama de aviario
em relacdo a dieta vegetal (Tabela 1), pois a cama de aviario utilizada tinha valores de
8%H e 5'%0 de 125,1%0 e 1,22%o0, enquanto a silagem de milho, que contribuiu em maior
percentual na dieta vegetal, tinha menor valor de 8°H (-16,6%0) e maior valor de 820
(37,9%0) em comparacdo a cama de aviario.

Pelas analises isotopicas realizadas dos leites liofilizado e liquido, constatou-se
que os dados do leite liquido tiveram altas porcentagens do coeficiente de variacédo para
0s isétopos de oxigénio (75,6) e deutério (21,5), sendo utilizados os dados de leite
liofilizado para comparacao entre os tratamentos, devido a menor variagdo, com 21,2%
e 19,6% para oxigénio e deutério, respectivamente.

O valor isotdpico médio inicial (n=12) do &™°C do leite liofilizado foi de
-11,9%o, ¢ apds 55 dias do fornecimento das dietas houve uma diminui¢do nos valores
de 5'°C no leite dos dois tratamentos, pois os valores isotépicos das dietas eram mais
empobrecidos que o valor inicial do carbono-13 no leite.

O valor inicial médio (n=12) de &N foi de 7,7%o, aumentando nas vacas
alimentadas com cama de aviario, enquanto diminuiu no leite do tratamento controle
(Tabela 3), aproximando dos valores isotopicos das dietas em ambos 0s tratamentos. Os
valores médios iniciais (n=12) de 5'®0 e &°H do leite liofilizado foram de -14,3%o ¢
639,7%o, respectivamente, permanecendo semelhantes ao longo do experimento, devido
aos altos valores de variagdo das amostras, representadas pelo desvio padréo (Tabela 3).
Os valores de 50 e 8°H ndo foram semelhantes aos das dietas experimentais,
indicando que esses isotopos sofreram influéncia da agua fornecida aos animais.

Foi realizada a analise de componentes principais do leite, que representou
84,3% da informacdo contida nos dados. O primeiro componente foi responsével por
59,1% da variagdo encontrada, com maior participacdo dos isétopos de 8*3C e §°N
(Tabela 4).
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Tabela 3
Valores isotopicos médios (n=6) e desvio padrdo do leite e suas fracdes, de vacas

leiteiras alimentadas ou ndo com cama de aviario.

Cama de aviario” Controle®
dX*  Amostra
55 90 55 90
8°C  Leite -13,3+0,4 -14,5+0,5 -15,1+0,5 -15,0+0,6
Soro -13,9+0,5 -15,4+0,4 -16,2+0,7 -15,8+0,6
Proteina -12,8+1,0 -15,2+0,6 -15,2+1,5 -15,0+2,0
Gordura -15,7+0,6 -16,0+0,5 -16,5+0,6 -16,620,5
8N Leite 9,740,5 3,5+0,3 4,3+0,5 3,3+0,4
Soro 12,4+0,4 6,1+0,4 5,7+0,4 6,1+0,4
Proteina 12,6+0,5 6,3+0,3 5,7+0,6 6,1+0,3
30  Leite -18,6+2,8 -18,5+1,7 -18,1+4,4 -15,4+3,1
Soro 45,9+50,0 57,7+29,5 -5,9+45,0 28,7+40,9
Proteina -40,4+23,0 -45,8+3 4 -39,7+2,5 -34,4+3 .4
Gordura 5,4+0,9 5,3+0,8 6,8+1,3 6,5+1,3
8°H  Leite 7456+89,3  714,8+41,1 596,1+57,7 507,4+27,7
Soro 1094,0+123,4 134224246  1411,1+3130  1521,1+228,8
Proteina 361,9450,3  340,7+51,9 316,5453,8  408,8+141,4
Gordura -170,045,1 -175,0+3,9 -179,249,1 -179,6+3,8

% 3: enriquecimento das razdes isotopicas dos elementos carbono (8'°C), nitrogénio
(8N), oxigénio (5'®0) e hidrogénio (5°H) de uma amostra, em relacdo ao padréo
internacional desse elemento, em partes per mil.

® Tratamentos experimentais: 55: amostras coletadas apés 55 dias de fornecimento da
dieta cama de aviario ao tratamento cama de aviario e da dieta vegetal ao tratamento
controle; 90: amostras coletadas apds 35 dias da troca da dieta cama de aviario pela

dieta vegetal no tratamento cama de aviario.

Pela analise de componentes principais dos isotopos estaveis do leite do
tratamento cama, constatou-se que o grupo alimentado com cama de aviario (cama-55)
distinguiu-se dos demais grupos (Fig. 1). Apos a retirada da cama de aviario da dieta

dos animais do tratamento cama, e o fornecimento da dieta vegetal por 35 dias, o grupo
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dessas vacas (cama-90) aproximou-se dos grupos do tratamento controle (controle-55 e

controle-90).

Tabela 4
Valores de participacdo das razdes isotopicas de carbono, nitrogénio, oxigénio e
deutério no primeiro e segundo componente das analises de componentes principais do

leite e suas fracdes.

sx Leite Soro Proteina Gordura
X

1° 2° 1° 2° 1° 2° 1° 2°

8°C 0610 0035 058 -0176 0,701 -0,104 0466 0,728
"N 0570 -0,090 0617 0,133 0,667 -0,206 - -

80 0018 0995 0239 -0,848 0,240 0,644 -0,728 -0,007
8H 0550 0022 -0465 -0481 0077 0730 0502 -0,686

% 8: enriquecimento das razées isotopicas dos elementos carbono (8°C), nitrogénio
(8"N), oxigénio (8'°0) e hidrogénio (5°H) de uma amostra, em relacdo ao padréo

internacional desse elemento, em partes per mil.

Foram utilizados os periodos de 55 dias de fornecimento da dieta contendo
cama de aviario, e 35 dias ap0s a substituicdo da dieta cama pela dieta vegetal, pois
dados publicados indicam que a incorporacdo e estabilizacdo do valor isotdpico da dieta
no leite podem ocorrer entre 3 a 12 dias (Boutton, Tyrrell, Patterson, Varga, & Klein,
1988; Braun, Schneider, Auerswald, Bellof, & Schnyder, 2013; Knobbe et al., 2006).

As relagcOes entre os pares isotopicos representadas nos graficos de dispersao
(Fig. 2) demonstraram a possibilidade de rastrear o leite proveniente de animais
alimentados com cama de aviério, principalmente quando utilizadas as razdes isotopicas
de nitrogénio-15.

No soro do leite, os valores isotopicos médios iniciais (n=12) de §*3C, "N,
80 e 8°H antes do inicio experimental foram de -12,7%o, 9,9%o, 32,3%0 € 999,7%o,
respectivamente. Os valores de 8C, 8N, 50 e &°H apresentaram 0 mesmo
comportamento do leite.

A analise de componentes principais do soro do leite representou 84% da

informacdo dos dados, diferenciando o grupo alimentado com cama de aviario dos
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grupos alimentados com a dieta vegetal (Fig. 3). O primeiro componente foi responsavel
por 57,6% da variagdo encontrada, sendo o 8°C e o &'°N as varidveis com maior
participacdo (Tabela 4).

Os graficos de dispersdo dos is6topos presentes no soro do leite representam a
possibilidade de rastrear o grupo alimentado com cama de aviario, com maior destaque
para as relagdes contendo 3*°N, apesar do §'°C x 8°H também apresentar diferenciacéo
entre os grupos (Fig. 4).

Os valores isotdpicos da proteina também apresentaram 0 mesmo
comportamento do leite e do soro do leite, com os valores de °C diminuindo ap6s
fornecimento das dietas experimentais. Os valores de 8*3C foram mais negativos no leite
e fracBes quando fornecida a dieta vegetal em comparacdo a dieta contendo cama de
aviario. No entanto, houve um enriquecimento do '°N na proteina coletada dos animais
que ingeriram cama de aviério, e um empobrecimento do 8"°N na proteina daqueles
alimentados com a dieta vegetal. Assim como no leite e soro do leite, os valores de 8180
e 0 8°H permaneceram semelhantes (Tabela 3).

A inclusdo de cama de aviario na dieta dos animais também foi detectada pela
analise de componentes principais da proteina do leite (Fig. 5). A representatividade da
analise foi de 66,7%, com maior participacdo do primeiro componente, contribuindo
com 40,5% da variacdo encontrada, sendo o 83C e o 6N as varidveis com maior
participacédo (Tabela 4).

As relacbes isotopicas da proteina do leite tiveram maior destaque na
rastreabilidade da inclusdo da cama de aviario em dietas de bovinos quando o
nitrogénio-15 foi representado nos graficos de disperséao (Fig. 6).

A andlise dos isotopos da gordura do leite ndo possibilitou diferenciar os
grupos estudados (Fig. 7). A baixa quantidade de nitrogénio na composicdo da gordura
impossibilitou a analise dos is6topos de nitrogénio nessa fracdo, prejudicando a
identificacdo das dietas (Fig. 8), pois nas amostras de leite, soro do leite e proteina, o

nitrogénio-15 foi fundamental na distin¢do entre as dietas.
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4. Conclusodes

De acordo com os resultados obtidos, as analises de componentes principais do
leite e suas fraces soro e proteina permitiram diferenciar o grupo alimentado com cama
de aviario dos grupos alimentados com a dieta vegetal. O carbono-13 e o nitrogénio-15
foram os principais responsaveis por essa diferenciacdo pela analise de componentes
principais dos isotopos estaveis do leite, soro do leite e proteina. Os isdtopos de
oxigénio e hidrogénio tiveram pouca representatividade nos resultados das analises de
componentes principais.

As representacdes dos pares isotdpicos do leite e suas fragcdes (soro e proteina)
nos graficos de dispersdo permitiram rastrear as amostras provenientes de animais
alimentados com cama de aviério, principalmente quando utilizado o §*N.

Dentre os componentes animais avaliados, o leite € o mais indicado na
rastreabilidade do uso da cama de aviario na alimentacdo de bovinos leiteiros, pois em
comparacdo as suas fracOes, obteve a maior representatividade dos dados isotdpicos,
além de diminuir a etapa de centrifugacdo, sendo indicadas as andlises isotdpicas de
carbono-13 e nitrogénio-15.

Os resultados obtidos demonstram a possibilidade de rastrear a presenca da
cama de aviério na dieta de animais, pela anélise isotopica do leite e suas fragdes (soro e
proteina), indicando que esses componentes refletem os valores isotdpicos das dietas
dos bovinos leiteiros, surgindo como nova ferramenta na fiscalizacdo e controle de

qualidade dos alimentos.
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Fig. 1. Anélise de componentes principais das razdes isotopicas de carbono (8°C),

nitrogénio (5'°N), oxigénio (8*°0) e hidrogénio (5°H), do leite coletado nos dias 55 e 90,

de vacas dos tratamentos controle (dieta estritamente vegetal durante todo experimento)

e cama de aviario (alimentadas com dieta contendo cama de aviario durante 55 dias,

sendo substituida pela dieta estritamente vegetal do dia 55 ao dia 90).



35

-10
-13 .= +
2 G .
- )
o -14 O X u o x O [j.;.-f— |
3 0 e @ ‘
@) ED + 00_20
15 é‘ ++ |
+ X+ u
XX T
16 -25
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
2 3 4 5 5?5N 7 8 9 10 11 615N
11
[ |
13 u u 10 - | m
f u 9 |
O 8
cp -14 [ | O X .
— + D Z
2} L 6
xpg H + w
15 x+ X 5 + +
v ‘ =S
+ X X 3 >><<X>< + O ]
16 5 X
25 20 15 10 500 600 700 800 900
80 8°H
-10
13 mN +
[ |
r 15 X x u
O ; +
-14 X ) + 0
o + O O & OO
o + 0 -20 [ |
-15 e + +EI ]
- + X+ [ |
+ +
16 -25
500 600 700 800 900 50IO 50‘0 760 80IO 90IO
52H &°H
B cama-55 O cama-90 +controle-55 % controle-90

Fig. 2. Gréficos de disperséo das razdes isotopicas de carbono (8*3C), nitrogénio (§*°N),
oxigénio (5'®0) e deutério (8°H), do leite coletado nos dias 55 e 90, de vacas dos
tratamentos controle (dieta estritamente vegetal durante todo periodo experimental) e
cama de aviario (alimentadas com dieta contendo cama de aviario durante 55 dias,

sendo substituida pela dieta estritamente vegetal do dia 55 ao dia 90).
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Fig. 3. Analise de componentes principais das razdes isotépicas de carbono (8™°C),

nitrogénio (5'°N), oxigénio (8*%0) e deutério (§°H), do soro do leite coletado nos dias 55

e 90, de vacas dos tratamentos controle (dieta estritamente vegetal durante todo

experimento) e cama de aviério (alimentadas com dieta contendo cama de aviario

durante 55 dias, sendo substituida pela dieta estritamente vegetal do dia 55 ao dia 90).
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Fig. 4. Graficos de dispersdo das razdes isotopicas de carbono (813C), nitrogénio (815N),

oxigénio (5'%0) e deutério (8°H), do soro do leite coletado nos dias 55 e 90, de vacas

dos tratamentos controle (dieta estritamente vegetal durante todo experimento) e cama

de aviario (alimentadas com dieta contendo cama de aviario durante 55 dias, sendo

substituida pela dieta estritamente vegetal do dia 55 ao dia 90).
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Fig. 5. Analise de componentes principais das razdes isotépicas de carbono (5™°C),
nitrogénio (8°N), oxigénio (8°0) e deutério (8°H), da proteina do leite coletado nos
dias 55 e 90, de vacas dos tratamentos controle (dieta estritamente vegetal durante todo
experimento) e cama de aviario (alimentadas com dieta contendo cama de aviario

durante 55 dias, sendo substituida pela dieta estritamente vegetal do dia 55 ao dia 90).
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Fig. 6. Graficos de dispersdo das razdes isotopicas de carbono (3%%0), nitrogénio (3°N),
oxigénio (5'%0) e deutério (8°H), da proteina do leite coletado nos dias 55 e 90, de vacas
dos tratamentos controle (dieta estritamente vegetal durante todo experimento) e cama
de aviario (alimentadas com dieta contendo cama de aviario durante 55 dias, sendo

substituida pela dieta estritamente vegetal do dia 55 ao dia 90).
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Fig. 7. Analise de componentes principais das razdes isotdpicas de carbono (613C),

nitrogénio (8*°N), oxigénio (5'%0) e deutério (8°H), da gordura do leite coletado nos

dias 55 e 90, de vacas dos tratamentos controle (dieta estritamente vegetal durante todo

experimento) e cama de aviério (alimentadas com dieta contendo cama de aviario

durante 55 dias, sendo substituida pela dieta estritamente vegetal do dia 55 ao dia 90).
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Fig. 8. Graficos de dispersao das razdes isotdpicas de carbono (613C), oxigénio (6180) e
deutério (8°H), da gordura do leite coletado nos dias 55 e 90, de vacas dos tratamentos
controle (dieta estritamente vegetal durante todo experimento) e cama de aviario
(alimentadas com dieta contendo cama de aviario durante 55 dias, sendo substituida
pela dieta estritamente vegetal do dia 55 ao dia 90).
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CAPITULO 3
RASTREABILIDADE DA CAMA DE AVIARIO EM BOVINOS
LEITEIROS PELA ANALISE MULTI-ISOTOPICA DE SANGUE E
FEZES
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Rastreabilidade da cama de avidrio em bovinos leiteiros pela anélise

multi-isotopica de sangue e fezes
Resumo

A alteracdo dos valores isotopicos ocasionados pela inclusdo da cama de
aviario na dieta de vacas leiteiras foi avaliada pela analise multi-isotépica de sangue,
plasma, soro sanguineo e fezes, para verificar quais as varidveis mais indicadas no
processo de rastreabilidade. Entre todas as amostras utilizadas, a analise das fezes
permitiu a melhor distincdo entre o grupo alimentado com cama de aviario e agueles
alimentados com a dieta vegetal, possibilitando a rastreabilidade do grupo alimentado
com cama de aviario pela relacdo de qualquer par isotdpico nos gréficos de disperséo.
Dentre o0 sangue e suas fracdes, a analise do plasma € a mais indicada, apresentando a
maior representatividade dos resultados. O &°N e o &C tiveram mais
representatividade nas analises de componentes principais, sendo 0s is6topos mais
indicados nessa rastreabilidade. Os resultados indicam que a técnica dos isdtopos
estaveis pode ser utilizada na deteccdo do uso da cama de aviario na dieta de vacas
leiteiras, principalmente pela analise das fezes, podendo ser complementada pela anélise

isotopica do plasma, auxiliando assim na rastreabilidade desse residuo.

Palavras-chave: rastreabilidade, vacas leiteiras, cama de aviario, fezes, plasma, sangue,

SOro
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Traceability of poultry litter in dairy cows by multi-isotope analysis of blood and

feces

Abstract

The change of isotopic values caused by inclusion of poultry litter in dairy cow
diet was evaluated by multi-isotopic analysis of blood, plasma, serum, and feces, to
check the best variables to assist in the traceability process. The analysis of feces
allowed the greatest differentiate between samples from cows fed with poultry litter and
those fed vegetable diets. The ability to track the group fed with poultry litter by the
plotting of any isotopic pair in scatter plots was possible only in feces. Among the blood
and its fractions, the analysis of the plasma is the most suitable. The §*°N and §*3C were
the more indicated isotopes in traceability, because they were the more representative
isotopes in principal components analyzes. The results indicate that the stable isotope
technique can be used to detect the use of poultry litter in the diet of dairy cows,
especially by feces analysis, which can be complemented by the isotopic analysis of the

plasma, assisting in the tracing of this residue.

Key-words: traceability, dairy cows, poultry litter, feces, plasma, blood, serum
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1. Introducéo

Apos a crise da encefalopatia espongiforme bovina (EEB), ou mal da vaca
louca, ocorrida na década de 90, foi proibido o uso de proteinas de mamiferos na
alimentacdo de ruminantes, com intuito de controlar e erradicar essa doenca (Comisséo
Europeia, 2001), sendo posteriormente ampliada a proibicdo para o uso de todo
alimento que contivesse qualquer proteina animal em sua composi¢do (Unido Europeia,
2005).

Dentre os subprodutos de origem animal, a cama de aviario se enquadra na
proibicdo, pois geralmente contem residuos de farinha de carne e 0ssos bovinos. No
entanto, ha indicios do uso da cama de aviério na alimentacéo de ruminantes, por conter
mais de 20% de proteina bruta em sua composi¢do. Além dos riscos sanitarios do uso da
cama de aviario, a ocorréncia de um caso classico de vaca louca poderia causar perdas
econémicas, como o prejuizo de 10 bilhdes de dolares gerados ao Reino Unido pela
crise da vaca louca (Banati, 2011).

Atualmente, a Comunidade da Unido Europeia recomenda os métodos de
microscopia eletronica e reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) para a deteccao de
constituintes de origem animal no alimento fornecido a ruminantes (Unido Europeia,
2013). No entanto, a eficacia dessas técnicas estd condicionada a coleta da alimentacao
fornecida aos animais, que pode ser facilmente alterada antes da fiscalizacao.

Assim, um método que permita detectar o uso de um alimento proibido pela
analise do sangue e fezes dos animais seria mais eficaz, visto que dificultaria a
adulteracdo no momento da fiscalizagcdo. Algumas pesquisas indicam que o0 uso dos
isdtopos estaveis possibilita a rastreabilidade de dietas pela anélise dos componentes
dos animais que a ingeriram, tornando possivel rastrear a inclusdo de subprodutos de
origem animal na alimentagao de ruminantes.

No entanto, sdo escassos 0s estudos de rastreabilidade de subprodutos
proibidos na alimentacdo de ruminantes. Portanto o objetivo do trabalho foi rastrear a
inclusdo da cama de aviario na dieta de ruminantes, pela analise dos isGtopos estaveis de
carbono (5%°C), nitrogénio (8N), oxigénio (8*%0) e deutério (8°H) no sangue, soro
sanguineo, plasma sanguineo e fezes de vacas leiteiras e verificar quais as variaveis

mais indicadas para auxiliar no processo de rastreabilidade.
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2. Materiais e métodos

A pesquisa foi realizada no Setor de Bubalinos da Fazenda Experimental
Lageado, na Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, campus
Botucatu/SP. Foram utilizadas 12 vacas girolando em periodo de lactacdo, distribuidas
em delineamento inteiramente casualizado com seis repeticGes e dois tratamentos,
avaliadas por 90 dias. Durante 15 dias, anteriormente ao periodo experimental, foi
realizada a adaptacdo dos animais ao consumo de silagem. As dietas experimentais
foram formuladas de acordo com as exigéncias nutricionais dos animais (NRC, 2001)
(Tabela 1).

Tabela 1

Composicdo percentual, valor isotdpico (n=3) e desvio padrao das dietas experimentais.

Ingredientes (%0) Dletas
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

31C (%o)° -17,4+0,4 -13,7+0,1

8N (%o) 10,50,1 3,0+0,0

8180 (%o) 11,6%0,0 13,0+0,0

8°H (%o) 19,3+1,6 1,240,7

% §: enriquecimento das razdes isotopicas dos elementos carbono (8"°C), nitrogénio
(8"N), oxigénio (5'0) e hidrogénio (5°H) de uma amostra, em relacdo ao padréo

internacional desse elemento, em partes per mil.

O projeto foi autorizado pela Coordenadoria da Raiva dos Herbivoros e das
Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis (CRHE), subordinada ao Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), pela Informacdo CRHE n° 79/2013
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(Anexo 1), sob n° de processo 21052.009187/2013-02, além de ser aprovado pela
Comissio de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, UNESP, campus de Botucatu/SP sob n° 152-2013 (Anexo 2), sendo
realizado de acordo com a Diretiva 63/2010 (Unido Europeia, 2010). Os animais que
ingeriram cama de aviario foram identificados individualmente com brincos, sendo
eutanasiados apds o término do experimento, com posterior incineragdo. Todos 0s
procedimentos foram acompanhados por Fiscais Federais do MAPA.

Os animais foram divididos em tratamento controle e tratamento cama de
aviario. Os animais do tratamento controle receberam a dieta vegetal durante o primeiro
e segundo periodo experimental, enquanto os animais do tratamento cama de aviario
foram alimentados com a dieta cama de aviario durante o primeiro periodo
experimental, com duracgdo de 55 dias, alterando para a dieta vegetal durante o segundo

periodo, que se prolongou por 35 dias (Tabela 2).

Tabela 2
Cronograma de dietas fornecidas durante periodo experimental.

Periodo experimental

Tratamento - .
1° (1 a 55 dias) 2° (55 a 90 dias)
Cama de aviario Dieta cama de aviario Dieta vegetal
Controle Dieta vegetal Dieta vegetal

As vacas eram alimentadas duas vezes ao dia (8:00 h e 16:00 h), ad libitum,
permitindo sobras de até 10% na matéria natural. A ordenha era realizada manualmente,
as 6:00 h, com média de 6 litros de leite/vaca/dia As coletas das amostras de sangue e
fezes foram realizadas nos dias 1, 55 e 90, logo ap6s a ordenha dos animais.

As amostras de sangue foram coletadas da veia coccigea dos animais com
auxilio de agulha e tubos a vacuo contendo anticoagulante EDTA para amostragens de
sangue total e plasma, e sem anticoagulante para a amostragem de soro sanguineo. Apds
a coleta, o sangue foi centrifugado a 1500 g por 10 min a temperatura ambiente, para
obtencdo do plasma e do soro. As amostras de fezes foram coletadas diretamente da

ampola retal dos animais, sendo secas em estufa de ventilacdo forcada (MAO035,
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Marconi, Piracicaba, SP, Brasil) e moidas em moinho criogénico (Geno/Grinder 2010;
Spex Sample Prep LLC, Metuchen, NJ, EUA).

Todas as amostras foram armazenadas em microtubos, a -20 °C, ap0s a coleta e
processamento. Depois de descongeladas, as amostras solidas foram pesadas em balanca
de precisdo (MX5, Mettler Toledo, Suica), e as amostras liquidas foram pipetadas.

As amostras de sangue, plasma e soro, foram pipetadas nas quantidades de 2, 6
e 6 pL para as analises de nitrogénio, respectivamente, enquanto foram utilizados os
volumes de 0,2 pL para as analises de carbono, e acondicionadas em capsulas de
estanho, para os dois is6topos mencionados. Para as analises de carbono e nitrogénio
nas fezes foram utilizados intervalos de massa de 100 a 120 pg e de 4000 a 4500 g,
respectivamente.

Para as analises de oxigénio e deutério, foram utilizadas as mesmas
quantidades de amostra, colocadas em cépsulas de prata, nos volumes de 0,2 pL para
sangue e soro sanguineo, e de 0,4 pL para plasma, e nas massas de 100 a 150 pg para
fezes.

As anélises isotopicas foram realizadas no Centro de Isétopos Estaveis
Ambientais do Instituto de Biociéncias da UNESP, campus de Botucatu/SP, pelo
espectrometro de massas de razdo isotdpica (Finnigan DELTA-V; Thermo Fisher
Scientific Inc., Bremen, Alemanha) acoplado ao analisador elementar (Flash 2000
Organic EA for IRMS; Thermo Fisher Scientific Inc., Bremen, Alemanha). A razéo do

enriquecimento isotépico foi obtida pela equacdo 1 (Peterson & Fry, 1987).

SX(amostra, padréo) — [(Ramostra/ Rpadn:flo) - 1] (1)

Onde:

- 0X(amostra, padrao) é o enriquecimento da razdo isotopica do elemento de uma
amostra em relacdo ao padrdo internacional desse elemento, em partes per mil (%o).

- R é a razdo isotopica do is6topo pesado em relacdo ao leve (**C/**C, **N/™N, 0/*0,

H/*H) da amostra e do padréo, respectivamente.

Foram utilizados os padrées PDB e N, do ar atmosférico para o 8*3C e &N,

respectivamente, ¢ o padrdo SMOW para as analises de 880 ¢ 8°H.
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As razdes isotopicas obtidas foram submetidas a analise de componentes
principais pela matriz de correlagdo, no programa Minitab 16 (Minitab Inc., Statte
College, PA, 2010), para verificar o isotopo com maior influéncia na rastreabilidade da
cama de aviario pela analise do sangue, soro, plasma e fezes, além de avaliar diferentes
grupos de resposta. Os dados isotdpicos também foram dispostos em gréaficos de
dispersao, para verificar a possibilidade de rastrear o grupo alimentado com cama de

aviario.
3. Resultados e discussao

O ingrediente cama de aviério utilizado na dieta continha valores de *C, §°N,
8180 e 8°H de -19,6%o, 10,6%o, 1,22%0 € 125,1%o, respectivamente, 0 que diminuiu 0s
valores isotopicos de 513C e 6120, e aumentou os valores de 8*°N e §°H da dieta cama de
aviario em comparacéo a dieta vegetal (Tabela 1).

O valor isotpico inicial médio (n=12) do §*3C do sangue foi -14%., n&o
havendo alteragdes ap6s 55 dias de alimentagdo com as dietas experimentais. No
tratamento controle foi observada uma diminuicdo no 8C apés 90 dias de
fornecimento da dieta vegetal, indicando que os 55 dias de fornecimento da dieta cama
de aviario no primeiro periodo e os 35 dias apds substituicdo das dietas ndo foram
suficientes para alterar os valores isotépicos do 5*C no sangue (Tabela 3).

Nas fracdes sanguineas de soro e plasma dos animais alimentados com a dieta
vegetal houve empobrecimento do §*3C, enquanto n&o foi alterado quando fornecida a
dieta contendo cama de aviario. Nas fezes houve diminuicdo do carbono-13 em todas as
coletas, com maior empobrecimento nas fezes das vacas ingerindo cama de aviério.

Apesar do menor valor de §'*C observado na dieta cama de aviario em relacéo
a dieta vegetal (Tabela 1), os valores de §**C no sangue, plasma e soro dos animais
alimentados com a dieta cama de aviario foram maiores que daqueles alimentados com
a dieta vegetal, sugerindo que os animais alimentados com cama de aviario tiveram
menor aproveitamento do alimento ingerido.

Os valores de 5'°N das amostras de sangue, soro e plasma também ndo foram
alterados apos 55 dias de fornecimento da cama de aviario, enquanto houve uma

diminuicdo apds o fornecimento da dieta vegetal (Tabela 3). No entanto, houve um
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enriquecimento do nitrogénio-15 nas fezes das vacas alimentadas com cama de aviario
enquanto houve um empobrecimento nas fezes das vacas que ingeriam a dieta vegetal.

Os comportamentos isotopicos de °C e N indicam que os periodos de 55
dias de fornecimento da dieta contendo cama de aviério, e de 35 dias ap0s a substituicdo
da dieta cama pela dieta vegetal, ndo foram suficientes para que ocorresse a
incorporacdo do valor isotdpico da nova dieta no sangue, soro e plasma das vacas
leiteiras avaliadas.

As razdes isotopicas de oxigénio-18 no sangue e suas fracdes, e nas fezes apos
fornecimento das dietas experimentais permaneceram semelhantes aos valores iniciais,
com excecdo do plasma dos animais do tratamento controle onde ocorreu uma
diminuicdo do §'0. Os valores de hidrogénio tiveram grande variabilidade em todas as
amostras avaliadas, ndo apresentando uma tendéncia coerente (Tabela 3).

A analise de componentes principais dos isotopos do sangue representou
79,8% da informacdo contida nos dados. O primeiro componente foi responsavel por
52,5% da variacéo encontrada, sendo o 8°N e 0 8*3C as variaveis com maior influéncia
(Tabela 4), possibilitando diferenciar entre os animais alimentados com cama de aviario
(cama-55) e os animais alimentados com a dieta vegetal experimental (Fig. 1). Os
graficos de dispersdo dos is6topos do sangue (Fig. 2) demonstram a possibilidade de
rastrear o uso da cama de aviario na dieta de bovinos leiteiros, principalmente quando
utilizadas as razées isotépicas de nitrogénio-15, e pela relagdo §*3C x §°H.

Pelos is6topos estaveis do soro sanguineo também foi possivel diferenciar o
grupo alimentado com cama de aviario dos animais alimentados com a dieta vegetal
experimental, pela analise de componentes principais (Fig. 3), que representou 85,1%
da informacéo contida nos dados. O primeiro componente foi responsavel por 65,4% da
variacdo encontrada, com maior influéncia do 8°C e 8N (Tabela 4).

As representacBes graficas dos pares isotdpicos do soro sanguineo também
demonstraram a possibilidade de rastrear o grupo alimentado com cama de aviario (Fig.
4) quando as raz@es isotopicas de nitrogénio-15 foram relacionadas com os demais
isétopos avaliados e pela relacdo 5™*C x &°H, como ocorrido nos dados isotépicos do
sangue (Fig. 2).
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A anélise de componentes principais dos is6topos estaveis do plasma também
distinguiu os animais alimentados com cama de aviario dos animais alimentados com a

dieta vegetal experimental (Fig. 5), com 93,9% de representatividade.

Tabela 3
Valores isotopicos médios (n=6) e desvio padrdo do sangue e suas fracdes, e das fezes

de vacas leiteiras alimentadas ou ndo com cama de aviario.

10
11
12
13
14

X Amosira Cama de aviario” Controle”
55 90 55 90
3°C  Sangue -13,5+0,4 -14,8+0,2 -15,7+0,7 -15,9+0,7
Soro -13,7+0,3 -15,8+0,8 -15,7+0,7 -15,6+0,7
Plasma -13,5+0,2 -15,4+0,5 -15,9+0,7 -16,5+0,6
Fezes -19,00,6 -14,9+0,5 -14,9+0,4 -15,0+0,3
8N Sangue 10,8+1,1 7,6+0.3 6,0+1,7 5,940,3
Soro 12,1+0,6 7,3+0,4 5,6+0,4 5,4+0,2
Plasma 11,9+0,5 7,0+0,4 6,1£0,4 5,8+0,5
Fezes 10,040,5 4,6+0,4 5,3+0,4 5,120,2
80  Sangue -65,0+3,3 -65,3+4,0 -64,3+3,7 -61,3+3,2
Soro -48,2421,4 -71,7+7,7 -63,5+4.4 -63,4+10,3
Plasma -55,243.6 -55,5+4,0 -85,0+5,4 -77,445,7
Fezes 2,342,7 8,0+5,3 9,9+43,4 8,043,1
8°H  Sangue 219,6+37,4 229,8+10,0 87,7+78.9 240,2+24.3
Soro 263,249.2 58,2+62,2 174,9+10,7 24334362
Plasma 270,0+13,2 285,3+11,9 106,4+67,4 257,1431,3
Fezes 297,5+16,8 67,9+30,5 90,2499 72,0434

% 3: enriquecimento das razdes isotopicas dos elementos carbono (8*°C), nitrogénio

(8"°N), oxigénio (5'0) e hidrogénio (5°H) de uma amostra, em relacdo ao padréo

internacional desse elemento, em partes per mil.

® Tratamentos experimentais: 55: amostras coletadas apés 55 dias de fornecimento da

dieta cama de aviario ao tratamento cama de aviario e da dieta vegetal ao tratamento

controle; 90: amostras coletadas ap6s 35 dias da troca da dieta cama de aviario pela

dieta vegetal no tratamento cama de aviario.
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O primeiro componente da analise de componentes principais dos is6topos do
plasma foi responsavel por 70,1% da variacdo encontrada, com maior participa¢do do
380 e 5'°N (Tabela 4). As relacdes entre os pares isotopicos representadas nos graficos
de dispersdo do plasma contendo 8*3C ou 0 §*°N demonstram a possibilidade de rastrear
0 uso da cama de aviario na dieta de bovinos leiteiros (Fig. 6).

O grupo alimentado com cama de aviario também foi distinguido dos animais
alimentados com a dieta vegetal experimental, pela anélise de componentes principais
dos isétopos estaveis das fezes (Fig. 7), que representou 98,7% dos dados analisados. O
primeiro componente foi responsavel por 85,2% da variacdo encontrada, com maior
participacdo do 8*3C e 8°H (Tabela 4). Os gréficos de dispersdo das fezes demonstram a
possibilidade de rastrear o uso da cama de aviario na dieta de bovinos leiteiros, pela

combinacdo de qualquer dupla de isétopos (Fig. 8).

Tabela 4
Valores de participacdo das razbes isotdpicas de carbono, nitrogénio, oxigénio e
deutério, no primeiro e segundo componente das analises de componentes principais do

sangue, soro, plasma e fezes.

Sangue Soro Plasma Fezes
1° 2° 1° 2° 1° 2° 1° 2°
8“C 0643 0024 0557 -0291 0520 -0454 0537 -0,069
8N 0651 -0,08 0499 -0601 0528 -0417 -0517 0,377
%0 -0211 0,792 0493 0336 0539 0307 0410 0,889
8H 0343 0603 0445 0,664 0401 0725 -0525 0,253

oX

Dentre as andlises do sangue e suas fracbes, as relacBes entre os pares
isotopicos do plasma foi 0 que apresentou a maior quantidade de is6topos relacionados
que possibilitam rastrear a inclusdo da cama de aviario na dieta de vacas leiteiras (Fig.
6).

Em comparagdo ao sangue, plasma e soro sanguineo, as fezes permitiram uma
melhor deteccdo da inclusdo da cama de aviario nas dietas dos animais, com melhor
agrupamento dos dados nas analises de componentes principais e graficos de disperséo,

indicando menor variabilidade dos dados. Somente nas fezes foi possivel a detec¢do do
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grupo que ingeriu cama de aviario pela relacdo de &0 x &°H. Isso se deve &
incorporagdo do valor isotdpico nas fezes, que pode ocorrer em até seis dias (Jones,

Ludlow, Troughton, & Blunt, 1979), sendo mais rapida que no sangue e suas fracoes.

4. Conclusdes

O plasma permitiu a diferenciacdo mais nitida entre as dietas em comparagédo
ao sangue e soro sanguineo, apresentando a maior representatividade dos dados
(93,9%). No entanto, entre todas as amostras utilizadas, a analise das fezes permitiu a
melhor distingdo entre as amostras provenientes de vacas alimentadas com cama de
aviario e aquelas das dietas vegetais, com a possibilidade de rastrear o grupo alimentado
com cama de aviério pela relacdo de qualquer par isotopico nos gréficos de dispersao.

Considerando as analises de componentes principais dos isotopos estaveis do
sangue, plasma, soro e fezes, 0 8"°N e o 8™C tiveram mais representatividade em
comparagdo ao §'%0 e &°H, sendo os is6topos mais indicados nessa rastreabilidade.

Os resultados indicam que a técnica dos isétopos estaveis pode ser utilizada na
deteccdo do uso da cama de aviario na dieta de vacas leiteiras, principalmente pela
analise das fezes, podendo ser complementada pela analise isotdpica do plasma,

auxiliando assim na rastreabilidade desse residuo.
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Fig. 1. Analise de componentes principais das razdes isotdpicas de carbono (613C),

nitrogénio (5'°N), oxigénio (5*%0) e deutério (5°H), do sangue coletado nos dias 55 e 90,

de vacas dos tratamentos controle (dieta estritamente vegetal durante todo experimento)

e cama de aviario (alimentadas com dieta contendo cama de aviario durante 55 dias,

sendo substituida pela dieta estritamente vegetal do dia 55 ao dia 90).
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Fig. 2. Graficos de dispersdo das razdes isotopicas de carbono (3%%0), nitrogénio (3°N),

oxigénio (8'°0) e deutério (5°H), do sangue coletado nos dias 55 e 90, de vacas dos

tratamentos controle (dieta estritamente vegetal durante todo experimento) e cama de

aviario (alimentadas com dieta contendo cama de aviario durante 55 dias, sendo

substituida pela dieta estritamente vegetal do dia 55 ao dia 90).
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Fig. 3. Analise de componentes principais das razdes isotdpicas de carbono (613C),
nitrogénio (5'°N), oxigénio (5'%0) e deutério (5°H), do soro sanguineo coletado nos dias
55 e 90, de vacas dos tratamentos controle (dieta estritamente vegetal durante todo
experimento) e cama de aviario (alimentadas com dieta contendo cama de aviario

durante 55 dias, sendo substituida pela dieta estritamente vegetal do dia 55 ao dia 90).
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Fig. 4. Graficos de dispersdo das razdes isotopicas de carbono (3%%0), nitrogénio (3°N),

oxigénio (8*%0) e deutério (5°H), do soro sanguineo coletado nos dias 55 e 90, de vacas

dos tratamentos controle (dieta estritamente vegetal durante todo experimento) e cama

de aviario (alimentadas com dieta contendo cama de aviario durante 55 dias, sendo

substituida pela dieta estritamente vegetal do dia 55 ao dia 90).



v b W N

60

PLASMA SANGUINEO
e TRATAMENTO-DIA
1,0 A >Z§< H & m cama-55
¢ g t 0 cama-90
@ 0,5 A + controle-55
S X controle-90
s 00 4
£ * +
g 0] . -
o
-8 _150 1 |
>
>
((})) _115 1 _'_
-2,0 1
+
_2’5 L T T T T T
-3 -2 -1 0 1 2
Primeiro componente
2 1 O TRATAMENTO-DIA
m cama-55
= g cama-90
g 11
c
5}
c
8 O
3 - .
s 0 _—
o
S
=
=)
>
a5}
w1 a
|
_2 B T T T
-2 -1 0 1 2
Primeiro componente

Fig. 5. Analise de componentes principais das razées isotopicas de carbono (5°C),

nitrogénio (8*°N), oxigénio (5'°0) e deutério (5°H), do plasma sanguineo coletado nos

dias 1, 55 e 90, de vacas dos tratamentos controle (dieta estritamente vegetal durante

todo experimento) e cama de aviario (alimentadas com dieta contendo cama de aviario

durante 55 dias, sendo substituida pela dieta estritamente vegetal do dia 55 ao dia 90).
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Fig. 6. Graficos de dispersdo das razdes isotopicas de carbono (3%%0), nitrogénio (3°N),

oxigénio (5'20) e deutério (8°H), do plasma sanguineo coletado nos dias 1, 55 e 90, de

vacas dos tratamentos controle (dieta estritamente vegetal durante todo experimento) e

cama de aviario (alimentadas com dieta contendo cama de aviario durante 55 dias,

sendo substituida pela dieta estritamente vegetal do dia 55 ao dia 90).
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Fig. 7. Analise de componentes principais das razdes isotépicas de carbono (8°C),

nitrogénio (5'°N), oxigénio (8*°0) e deutério (8°H), das fezes coletadas nos dias 55 e 90,

de vacas dos tratamentos controle (dieta estritamente vegetal durante todo experimento)

e cama de aviario (alimentadas com dieta contendo cama de aviario durante 55 dias,

sendo substituida pela dieta estritamente vegetal do dia 55 ao dia 90).
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Fig. 8. Graficos de dispersdo das razdes isotopicas de carbono (8%%0), nitrogénio (3°N),

oxigénio (8'0) e deutério (5°H), das fezes coletadas nos dias 55 e 90, de vacas dos

tratamentos controle (dieta estritamente vegetal durante todo experimento) e cama de

aviario (alimentadas com dieta contendo cama de aviario durante 55 dias, sendo

substituida pela dieta estritamente vegetal do dia 55 ao dia 90).
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1. ImplicacGes

O uso de produtos proibidos na alimentagdo de ruminantes podem carrear
riscos sanitarios aos animais e a populacao. Dentre esses produtos, a cama de aviario, ou
cama de frango, geralmente contem proteinas de origem animal em sua composicéo,
podendo carrear 0 mal da vaca louca. A ocorréncia de um caso classico de vaca louca
poderia causar prejuizos econdmicos ao Brasil, como ocorrido nos paises acometidos
por essa doenca.

As fraudes e adulteracbes ocorridas no leite, e 0 uso de proteinas de origem
animal na alimentacdo de ruminantes, aumentam a demanda por ferramentas como 0s
isdtopos estaveis, que se destacam nas pesquisas de rastreabilidade e certificagdo de
alimentos, auxiliando na garantia da qualidade.

Os resultados obtidos nesse estudo demonstram a eficacia dos is6topos estaveis
na rastreabilidade da inclusdo da cama de aviario na dieta de vacas de leite, indicando
que podem ser utilizados como tracador de proteinas de origem animal na alimentagdo
de ruminantes.

A anélise de componentes principais dos isotopos estaveis das fezes, seguida
pela andlise do leite permitiram a melhor distincdo da inclusdo de cama de aviario na
dieta de vacas leiteiras, em comparacdo com as outras amostras estudadas, devido ao
menor periodo para a incorporacdo do valor isotopico da nova dieta nesses
componentes.

Como constatado em testes de analise do leite, a utilizagdo de amostras liquidas
de leite apresentam maior variabilidade nos resultados isotopicos em compara¢do com
amostras liofilizadas. Portanto, para analises futuras do leite e suas frac6es, recomenda-
se a liofilizacdo de todas as amostras, principalmente do leite, soro do leite e proteina,
que podem deteriorar mesmo quando armazenados a baixas temperaturas.

Por isso, os melhores resultados encontrados nas analises isotopicas do leite e
fezes também estdo ligados a secagem das amostras, pois as amostras de soro do leite,
proteina, gordura, sangue, plasma e soro sanguineo foram utilizadas na forma liquida.

Pelas analises de componentes principais dos isdtopos estaveis, de modo geral
0s isétopos de carbono e nitrogénio foram os mais representativos na identificacdo do

grupo alimentado com dieta contendo cama de aviario.



68

Para as andlises de sangue e suas fragdes é recomendado um maior periodo de
adaptacdo dos animais, e de fornecimento das dietas experimentais, pois o0 tempo para
incorporacdo do valor isotdpico da nova dieta em seus componentes € maior que no leite
e fezes.

Também podem ser realizados novos experimentos com diferentes niveis de
inclusdo da cama de aviario na dieta de ruminantes, para verificar qual o limite de

deteccdo pela analise dos isGtopos estaveis.
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MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO Cf,
Secretariz de Defesa Agropecuiria

Departamento de Sadde Animal

Coordenago Geral de Combate a Doencas

Coordenacgho da Ralva e das Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis

INFORMAGCAO CRHE N° 79/ 2013

Assunto: Projeto de pesquisa com isétopos estaveis para detecgao 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
autorizacio para pesquisa com isétopos estaveis para deteccdo 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 os alimentos proibidos para ruminantes (feed ban), como medida de
prevencdo da encefalopatia espongiforme bovina (EEB). No sentido de observar
obediéncia a IN 08/2004, o servico veterindrio oficial (SVO) vem realizando rotineiras
fiscalizacbes em regibesdepoﬁendalriscoparaousolndwidodacemdefmngooomo
alimento para ruminantes, assim como investigagbes 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) aplicacdo de elemento de identificacao permanente nas vacas que se alimentaréo
com cama de frango, sencdo que tal procedimento deve ser realizado pelo
interessado e sob a supervisao do Servico de Satide Animal - SSA/SFA/SP;

b) assinatura de termo de restricdo de movimentagao 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 20 termo de depositario de bovino importado de pais de risco para
EEB;

¢) destinacéo das vacas que se alimentar&o com cama de frango: conforme previsto
na IN 41/2009, ou seja, destruicio na propriedade ou abate com remogao de
material de risco EEB, procedimento esse sob acompanhamento do SSA/SFA/SP.
Ressaltamos que nio cabe restrigio ao aproveitamento do leite desses animais,
quanto ao risco de EEB, pois no projeto & informado que 0 mesmo sera
descartado;

5. Considerando o exposto, é importante que o SSA/SFA/SP elabore os

documentos necessérios e discuta com o interessado sobre os procedimentos a serem
aplicados, visando atender acs itens do paréagrafo anterior.
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ATESTADO

Atesto para os devidos fins, que o Projeto de Pesquisa
“Rastreabilidade da cama de aviario no leite através dos
isotopos estaveis”, Protocolo n® 152/2013-CEUA, de Marco
Antdnio Gonzales de Carvalho, desta Faculdade, estda de acordo
com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal e foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) desta Faculdade.
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, em 11 de outubro de
2013.

Profa.Ass.Dr®, Maria Licia G_\bmes Lourencgo

Presidente da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu




