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RESUMO: O estudo objetivou avaliar o turnover do ®C pela substitui¢do de dietas do ciclo
fotossintético C, para C, e C, para C, em ovos de codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica)
utilizando a técnica de is6topos estaveis. Foram utilizadas duzentas e dezesseis codornas japonesas,
com 50 dias de idade, distribuidas em delineamento experimental inteiramente casualizado em
dois tratamentos com seis repeticdes, em periodo experimental de 48 dias. Antes dos 50 dias de
idade, metade das codornas consumia dieta a base de plantas C, (milho) e a outra metade a base
de plantas C, (arroz), ambas contendo farinha de carne e ossos bovinos. Houve substituicao dessas
dietas no periodo experimental, dieta a base C, para C,e C, para C,. Seis ovos foram coletados
de cada tratamento por dia de coleta, de acordo com os dias de idade das codornas: 50, 51, 52,
54, 57, 60, 64, 68, 73, 78, 85, 91 e 98. Para determinar a taxa de furnover foi empregado o modelo
exponencial de diluicdo isotdpica. Foi possivel observar que o tempo experimental de 48 dias foi
suficiente para que ocorresse o turnover total nos ovos, havendo a incorporagao de 99% dos atomos
de carbono da nova dieta. A velocidade de incorporagdo é mais lenta quando ha substituicdo de
dietas C, para C, do que de C, para C,, o que pode ser explicado pela diferenca bromatolégica dos
ingredientes.
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TURNOVER OF ¢C REPLACEMENT OF DIETS WITH DIFFERENT PHOTOSYNTHETIC CYCLES EGGS
IN JAPANESE QUAILS EGGS(Coturnix coturnix japonica)

ABSTRACT: The study aimed to evaluate the turnover of *C by replacing the C, photosynthetic
pathway diet to C, and C, to C, in eggs of japanese quail (Coturnix coturnix japonica) using the
technique of stable isotopes. Two hundred and sixteen japanese quail, 50 days old, distributed
in a completely randomized experimental design with two treatments in six replications, in an
experimental period of 48 days, were used. Prior to 50 days of age, half of quails consumed diet
based on C, plants (corn) and the other half based on C, plants (rice), both containing meat meal
and bone meal. There was replacement of those diets during the experimental period, C,based diet
to C, and C, to C,. A total of six eggs were collected from each treatment per day, according the
quails age: 50, 51, 52, 54, 57, 60, 64, 68, 73, 78, 85, 91 and 98 days. To determine the turnover rate,
the exponential model of isotopic dilution was employed. The experimental time of 48 days was
enough for the total turnover in the eggs, with the incorporation of 99% of the carbon atoms of the
new diet. The incorporation speed was slower when replacing diets were from C, to C, than C, to
C,, which can be explained by bromatological differences of the ingredients.

Keywords: Isotopic dilution, eggs of japanese quail, C, and C, plants.
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INTRODUCAO

O termo is6topo vem do grego ISO (mesmo ou
igual) e TOPOS (lugar), referindo-se ao fato de que
sdo elementos que ocupam o mesmo lugar na tabela
periddica (Ducatr et al., 2011). O is6topo possui o
mesmo numero de prétons e namero diferente de
néutrons. O termo estavel refere-se a atomos que
nao emitem radiacéo.

Os isétopos estaveis de vérios elementos sdo
formados por um isétopo dominante (ex: *C,
N, 0O, #S, e 'H), e um ou dois is6topos mais
pesados (ex: BC, ®N, VO, 0O, 35S, ¥S e ?H) com
abundédncia natural menor (Ducatti, 2012). Sao
estes isotopos de baixa abundéancia que incitam a
novas oportunidades para o uso de isétopos como
tracadores em estudos bioquimicos, biolégicos e
ambientais.

As plantas apresentam grupos distintos quanto
a caracterizagdo isotdpica, principalmente com
relacdo aos valores de 8"C. As plantas de ciclos
fotossintéticos C, e C, apresentam mecanismos
fisiologicos que discriminam diferentemente o
carbono atmosférico. No ciclo fotossintético C,
as plantas fixam o carbono via ciclo de Calvin e
discriminam o CO,, apresentando um valor médio
de 68C de -27%o, enquanto que as plantas do ciclo
C, fixam CO, via ciclo de Hatsch-Slack, no qual
ocorre menor discriminacdo do CO,, originando
valor médio de 6°C de -13%o (BoutTON, 1996).

Os animais podem apresentar, nos seus
tecidos  celulares, = composi¢des  isotdpicas
diferentes das caracteristicas dos alimentos que
consomem, provavelmente devido a trés fatores:
“memoria” isotépica; fracionamento metabdlico e
direcionamento isotépico.

Os tecidos mais ativos metabolicamente (tecido
hepatico e sanguineo) possuem taxas de turnover
mais elevadas, refletindo a dieta recente, de poucos
dias. Tecidos com taxas metabdlicas intermedidrias
refletem dietas de semanas a meses, como no
caso dos que formam o miusculo, pele, cérebro
e hemdcias, enquanto que tecidos menos ativos,
como dentes e barbatanas, dietas de anos (TIEszEN et
al., 1983; HossoN e CLARK, 1992; WALKER et al., 1999;
ALVES-STANLEY e WORTHY, 2009).

No ovo, assim como em leite e fezes, ndo é
possivel calcular a taxa de renovacdo tecidual
(turnover), uma vez que estes nao sdo considerados
tecidos. Entretanto, o estudo do turnover nestes
produtos indica a taxa de deposicao dos nutrientes
para a sua formagao, refletindo o metabolismo dos
tecidos que geraram estes produtos (DENADALI et al.,
2006).

De acordo com Carryo et al. (2000), a analise
isotopica de d"®C em ovos de aves poedeiras
permite uma avaliagdo precisa de possiveis
alteracdes na composicdo das racgdes através de
multiplas amostragens, em curto espago de tempo,
sem o sacrificio do animal. Entretanto, é necessario
conhecer o comportamento dos isétopos estaveis
dos ingredientes da dieta durante sua assimilacao
nos componentes dos ovos ao longo de sua sintese
e verificar o quanto influencia no turnover do 8"*C.

Em funcdo do exposto, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar o turnover do 6%C pela
substituicao de dietas do ciclo fotossintético C, para
C, e C, para C, nos ovos de codornas japonesas
utilizando a técnica de isdtopos estaveis.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na UNESP, Facul-
dade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus
de Botucatu, SP, em camara bioclimatica, durante
os meses de marco a maio de 2012, sendo previa-
mente aprovado pela Comissao de Etica no Uso dos
Animais (protocolo n°56/2011-CEUA /FMVZ) des-
ta Faculdade.

Foram utilizadas 216 codornas japonesas (Cotur-
nix coturnix japonica) alojadas com 43 dias de idade
em camara bioclimatica para periodo de adaptacao,
com inicio do periodo experimental sete dias ap6s o
alojamento (50 dias de idade).

A cdmara bioclimatica possuia 4,30 m de
comprimento por 4,50 m de largura e 2,60 m de
altura, em que continha duas baterias de gaiolas.
Cada bateria era composta de cinco andares, com
duas gaiolas por andar, com 1,00 m de comprimento
por 0,34 m de largura e 0,16 m de altura. Foram
usados os trés primeiros andares, totalizando 12
gaiolas, com capacidade de 18 aves cada. As gaiolas
foram equipadas com comedouros tipo calha e
bebedouros tipo nipples.

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, com dois tratamentos,
sendo cada tratamento com seis repeti¢des, em que
a gaiola com capacidade de 18 aves foi considerada
a repeticdo. Os tratamentos consistiam de troca de
alimentacao C,para C, e C, para C,, ou seja, as aves
que receberam dieta contendo arroz quirera (AS)
na fase de crescimento passaram a receber dieta
contendo milho moido (MS) na fase de postura e as
codornas que receberam MS na fase de crescimento
passaram a receber AS na fase de postura.

As dietas experimentais foram formuladas de
modo a atender as exigéncias nutricionais das aves
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e os ingredientes utilizados tiveram seus teores
de proteina, célcio, fésforo, energia metabolizavel
e aminoacidos, estimados conforme descrito por
RostacNoO et al. (2011). Ap6s a formulagdo foram
colhidas amostras para a determinacdo da razdo
isotopica BC/™C dessas dietas. A composigdo e o
valor isotdpico das dietas estdo descritos nas Tabelas

le?2.
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torno de 50pHg.

Tabela 1. Composicio e valor isotopico das dietas da fase de crescimento

Ingredientes MS! AS?
%

Milho, grao 59,72 -
Soja, farelo 33,71 32,55
Soja, 6leo bruto 0,07 0,97
Arroz, quirera 0,53 60,28
Farinha de carne e ossos 4,60 5,00
Calcario calcitico 0,54 0,39
DL-Metionina 0,13 0,12
L-Lisina 0,06 0,05
Suplemento vitaminico/mineral® 0,30 0,30
Sal comum 0,34 0,34
Valor isotépico (Média+DP, n=3) -18,44+0,26 -28,38+0,03

MS: dieta a base de milho e farelo de soja. >AS: dieta a base de quirera de arroz e
farelo de soja. *Suplemento vitaminico/mineral, niveis de garantia/kg de racéo:
Vit. A 6999,99 Ul, Vit. D3 2000,00 UI, Vit. E 5,00 UI, Vit. K 1,599 mg, Vit. B2 3 mg,
Vit. B12 8,00 mg, niacina 20,00 mg, acido pantoténico 5,00 mg, colina 0,23 g, cobre
8,00 mg, ferro 50 mg, manganés 90 mg, zinco 50 mg, iodo 1,20 mg, selénio 0,20
mg, B.H.T. 15,00 mg, bacitracina de zinco 20,00 mg.

Tabela 2. Composicao e valor isotopico das dietas da fase de postura (50-98 dias de idade)

Ingredientes (%) MS! AS?
%
Milho, grao 56,99 -
Soja, farelo 30,64 29,47
Soja, 6leo bruto 1,13 1,98
Arroz, quirera - 57,06
Farinha de carne e ossos 3,72 4,15
Calcéario calcitico 6,70 6,54
DL-Metionina 0,23 0,22
Suplemento vitaminico/mineral® 0,30 0,30
Sal comum 0,29 0,28
Valor isotépico (MédiatDP, n=3) -18,19+0,13 -27,63+0,36

MS: dieta a base de milho e farelo de soja. ?AS: dieta a base de quirera de arroz e
farelo de soja. *Suplemento vitaminico/mineral, niveis de garantia/kg de racao: Vit.
A 6999,99 U], Vit. D3 2000,00 UI, Vit. E 5,00 UI, Vit. K 1,599 mg, Vit. B2 3 mg, Vit.
B12 8,00 mg, niacina 20,00 mg, 4cido pantoténico 5,00 mg, colina 0,23 g, cobre 8,00
mg, ferro 50 mg, manganés 90 mg, zinco 50 mg, iodo 1,20 mg, selénio 0,20 mg, B.H.T.
15,00 mg, bacitracina de zinco 20,00 mg.
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Aos 50, 51, 52, 54, 57, 60, 64, 68, 73, 78, 85, 91 e 98
dias de idade foram coletados aleatoriamente seis ovos
por tratamento. Estes ovos foram homogeneizados e
armazenados em microtubos pré-identificados e pos-
teriormente congelados a -18°C. Na etapa do processa-
mento, todas as amostras foram liofilizadas em apare-
lho L108 (Liobras®) por 48 horas, a -55°C e pressao em
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Depois de liofilizadas, as amostras de
ovos foram acondicionadas em papel filtro
devidamente identificadas para a extracdo de
gordura. Os lipideos foram extraidos porque
esses sdo relativamente pobres em carbono-13,
e a extracdo facilita a comparacdo entre tecidos
e fracdes com proporcdes lipidicas distintas
(tecidos e dietas) (Tieszen et al., 1983). As amostras
foram imersas em éter etilico no aparelho Soxhlet
e mantidas sob temperatura em torno de 55 a
65°C por 4 horas (DeNADAI et al., 2006). Apos este
periodo, as amostras foram suspensas durante
uma hora para que apenas éter recondicionado
as lavasse e, posteriormente, as mesmas foram
retiradas do aparelho e secas em estufa de
ventilagdo for¢cada durante uma hora para que
houvesse evaporagao do éter.

As amostras de ovos e dietas foram moidas
em moinho criogénico (Spex Sample Prep, mo-
delo Geno/Grinder 2010), a -196°C por trés mi-
nutos para os ovos e oito minutos para as dietas,
em frequéncia méxima (980 rpm) a fim de obter
material homogéneo de finfssima granulometria
(<50 pm), com aspecto de talco (Ducatri, 2012).

As analises isotopicas das amostras foram
realizadas no Centro de Isétopos Estaveis
Ambientais do Instituto de Biociéncias (CIEA/
IBB), UNESP, Botucatu, SP. O material moido
foi colocado em capsula de estanho e pesado em
balanca analitica de alta sensibilidade (Modelo
MX5, Metler Toledo, Suica), aproximadamente,
50 a 70 pg. Apdés a pesagem as capsulas
foram introduzidas, por meio de amostrador
automatico, no analisador Elementar, Flash 2000
Organic Elemental Analyzer EA for IRMS, no qual,
em presenca de oxigénio e 6xido de cobre, foram
queimadas quantitativamente para obtencado de
diéxido de carbono. Os gases formados foram
separados em colunas cromatograficas gasosas e
analisados no espectrometro de massas de razdes
isotopicas (Delta V Advantage Isotope Ratio MS,
Thermo Scientific, Alemanha).

Os resultados foram expressos em notagao
8°C, em relagdo ao padrao PeedeeBelemnite (PDB),
com erro de anélise da ordem de 0,2%o e calcula-
do pela equagdo: 6°C, .. .0 = [(R /R
arao) = 11 x 10%; em que 8"C = enriquecimento re-
lativo da razdo ¥C/'?C da amostra em relacdo ao
padrdo PDB, em partes por mil (%0) e R = razao
isotopica (*C/'*C) da amostra e do padréo.

Para mensurar o furnover isotépico do carbo-
no (diluicao isotépica) em determinado intervalo
de tempo, foi empregada a fungdo exponencial
do tempo expressa pela equagao: 5°C = 8"°C  +
[6°C - 8°Cyle’™; em que §°C = enriquecimento
isot6pico do tecido em qualquer tempo (t); 5°C
= enriquecimento isotépico do tecido no patamar
de equilibrio, ou condicéo final; 813C(i) = enrique-
cimento isotépico do tecido, na condicdo inicial;
k = constante de troca (furnover) em dia' e t =
tempo (em dias) a partir da substituigdo da dieta
(Ducarrr et al., 2002). A constante k engloba os
processos de turnover metabdlico e o acréscimo
de compostos, ambos para o processo de dilui¢dao
isotépica do carbono.

Para determinar o tempo de troca de 50%
(meia-vida) e 99% de atomos de carbono foi
utilizada a equacdo: t= (-1/k) In (1-f); em que t
= tempo de troca do carbono; k = constante de
troca (turnover) em unidades de tempo™ e f =
fracdo de atomos trocados, neste caso 0,50 e 0,99.
O calculo de troca total fornece confiabilidade
no célculo de meia-vida, ou seja, se o periodo
experimental foi necessario para que ocorresse
toda troca dos carbonos da fracdao avaliada pelos
da nova deita, s6 assim o parametro meia-vida
serve para comparagao dos tratamentos.

Os dados obtidos foram analisados através
do método de equagdes exponenciais do MINI-
TAB®16 Statistical Software 2010 (State College:
Minitab Inc.).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo experimental os valores do
0"C dos ovos foram alterados gradativamente
ao longo do tempo até alcangar o novo patamar
de equilibrio. A Figura 1 representa os ajustes
das dilui¢des isotépicas, equacdo do turnover
e coeficiente de determinacdao de ambos os
tratamentos.

O valor isotépico dos ovos do tratamento AS-
MS no inicio do experimento foi, em média, de
-27,26%o, e 48 dias apds a troca da dieta, o valor
isotopico obtido foi, em média, de -19,56%0. No
tratamento MS-AS, o 63C inicial era, em média,
de -19,10%0 e no final, em média, de -26,52%o
(Figura 1).
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Figura 1. Curvas de turnover dos isétopos estaveis de carbono no ovo (gema-+albiimen) das codornas dos tratamentos que
passaram de quirera de arroz para milho moido (AS-MS) (a) e de milho moido para quirera de arroz (MS-AS)

(b), em funcio do intervalo de avalia¢ao.

Através do modelo exponencial proposto,
obtiveram-se as meias-vidas e tempo de troca
de 99% dos carbonos (troca total). Por meio da
observacao do tempo de troca total de carbonos,
pode-se notar que o tempo experimental de 48 dias
foi suficiente para que ocorresse o furnover total
havendo a incorporagdo de 99% dos atomos de
carbono da nova dieta (Tabela 3).

Tabela 3. Valores calculados da meia-vida (T) e troca to-
tal de atomos de carbono (t(99%))’ em dias, do ovo
inteiro (gema + albumen) dos tratamentos que
passaram de quirera de arroz para milho moido
(AS-MS) e de milho moido para quirera de ar-
roz (MS-AS), a partir do dia de substitui¢io das

dietas
T to
Tratamentos (99%)
dias
AS-MS 4,1 274
MS-AS 3,1 206

Estes resultados estdao de acordo com Carrijo
et al. (2000) que, avaliando as taxas de furnover em
ovos de poedeiras, encontraram valores de meia-
vida de 4,0 dias quando trocaram a dieta C, pela

dieta C, e de 3,7 dias quando trocaram a dieta C,
pela dieta C, e com DenaDAI et al. (2006), de 3,8 dias
na substituicao de dietas C, para C, e 4,8 dias na
substituicao de C, para C,.

Além disso, o tempo de incorporacao da dieta
C, foi mais rapido que a dieta C, o que pode ser
explicado pelas diferencas histo-anatdmica destes
dois grupos fotossintéticos. Segundo WILsoN et
al. (1991), aproximadamente 80-85% dos tecidos
presentes na lamina foliar das gramineas C, sio
rapidamente digeridos, enquanto que nas espécies C,
estes tecidos representam apenas 30-35% do total
de tecidos.

Na composicdo quimica do arroz quirera e
milho (7,99%), a percentagem de amido encontrado
é de 7445 e 62,66, respectivamente. Em relagdo
aos aminodcidos limitantes, metionina e lisina,
os valores digestiveis (%) sao 0,17 e 0,24 para o
arroz quirera e de 0,15 e 0,19 para o milho (7,99%)
(RostacNo et al.,, 2011). Ou seja, plantas do ciclo
fotossintético C, tanto histo-anatomicamente
quanto bromatologicamente possuem elementos
mais biodisponiveis do que plantas C,, fatos que
podem explicar a maior velocidade de incorporacao
nos ovos das aves alimentadas com dieta C,.

A alianca entre a ferramenta dos is6topos
estaveis e o conhecimento da nutrigao e fisiologia
avidria também ¢é utilizada em estudos de ovos
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marcados, origem geogréfica das aves e certificacdo
de sistemas de criagao. E técnica de grande
importancia na nutricdo, pois, trata-se de alimento
de alto valor biolégico, de baixo custo, e que pode
suprir exigéncias nutricionais especificas nos
humanos.

CONCLUSAO

A utilizagdo da técnica dos isétopos estaveis
possibilita avaliar o turnover do *C na substituicdo
de dietas, predominantemente C, para C, e C, para
C, em ovos de codornas japonesas. A velocidade de
incorporacgao do sinal isotépico da dieta C, é mais
rapida que a C, devido as diferengas bromatologicas
entre a quirera de arroz e do milho moido.
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