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Caracterizagdo isotopica (3'°C) de ragdes comerciais de suinos

Resumo

O uso de isétopos estaveis tem crescido nas pesquisas agropecudrias. A anélise da relagio
isotopica pode ser uma alternativa importante para responder a exigéncia e qualidade procurada
pelo mercado. A caracterizagdo das ragdes animais e rastreabilidade dos ingredientes que as
compde sdo exemplos do que esta técnica pode oferecer.

As plantas de diferentes ciclos fotossintéticos (Cs e C4) apresentam diferentes valores de
discriminag8o isotdpica (3'°C), tornando assim, possivel a execucdo desta técnica.

O objetivo geral deste trabalho experimental foi identificar o sinal isotopico de ragdes
comerciais de suinos e, o objetivo especifico, correlacionar o sinal isotépico final dessas ragdes
com o sinal isotépico do ingrediente mais utilizado nas respetivas formulagdes.

Para isso, analisaram-se quatro ra¢des comerciais para suinos, produzidas na ilha
Terceira, abrangendo duas fases produtivas: de lactagdo (T e T2) e cria (T3 e T4). As composi¢des
das ragdes foram registadas com base nas informagdes presentes nos rétulos das embalagens,
visando a identificagdo da matéria-prima com maior inclusdo na férmula.

As amostras foram submetidas a processos de secagem, desengorduramento e moagem
para garantir a homogeneidade antes da andlise isotopica. A determinagdo dos valores de 8'3C
foi realizada por espectrometria de massas no Laboratério de Isétopos Estaveis Ambientais da
UNESP e os resultados foram analisados estatisticamente utilizando o software SAS, com o teste
de Tukey adotando 5% de significancia.

Os valores de 8'°C nas ragdes comerciais de lactagio foram de -17,83%o para a racéo T}
e de -14,30%o para a ragdo T, refletindo diferentes proporgdes de ingredientes vegetais do tipo
C4 (como o milho). No que respeita as ragdes destinadas & fase de cria, a ragdo T; apresentou o
valor isotopico mais negativo (-18,87%o), indicando uma maior predominancia de ingredientes
Cs, enquanto a ragdo T4 registou um valor de -14,51%o, sugerindo uma formula¢io com maior

inclusdo de milho (Cs) ou uma composi¢do mista Cs-Ca.

Palavras-chave: is6topos; sinal isotopico; discriminagéo isotopica; formulagio
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Abstract

The use of stable isotopes has been increasing in agricultural research. The analysis of
isotopic ratios can be an important alternative to meet the demand for quality that the market
highly seeks. The characterization of animal feeds and the traceability of their ingredients are
examples of what this technique can offer.

Plants with different photosynthetic pathways (C3 and Cs) exhibit distinct isotopic
discrimination values (§'°C), thus enabling the application of this technique.

The general objective of this experimental study was to identify the isotopic signature of
commercial swine feeds, while the specific objective was to correlate the final isotopic signature
of these feeds with the isotopic signature of the most used ingredient in their formulations.

To this end, four commercial swine feeds produced on Terceira Island were analyzed,
covering two production phases: lactation (T and T») and nursery (T3 and Ti). The feed
compositions were recorded based on the information available on the package labels, aiming to
identify the raw ingredient with the highest inclusion in the formula.

Samples underwent drying, defatting, and grinding processes to ensure homogeneity
before isotopic analysis. The determination of '°C values was performed by isotope ratio mass
spectrometry at the Environmental Stable Isotopes Laboratory of UNESP, and the results were
statistically analyzed using SAS software, with Tukey’s test applied at a 5% significance level.

The 6"C values in commercial lactation feeds were -17.83%o for feed T and -14.30%o
for feed T, reflecting different proportions of Ca-type plant ingredients (such as corn). Regarding
the feeds intended for the weaning phase, feed T3 showed the most negative isotopic value (-
18.87%o), indicating a higher predominance of Cs ingredients, whereas feed T4 registered a value
of -14.51%o, suggesting a formulation with greater maize (Cs) inclusion or a mixed Cs-Ca

composition.

Keywords: isotopes; isotopic signature; isotopic discrimination; formulation
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Introducio

Os avangos nos programas de nutri¢@o e reprodugfo, nas praticas de gestdo, bem como
as melhorias nas condi¢des sanitdrias e nas infraestruturas das exploragdes contribuiram para o
aumento da produtividade e da qualidade na produg¢fio de suinos em contextos comerciais
(Amorim et al., 2017).

Para intensificar ainda mais a produtividade pecudria, ¢ fundamental utilizar de forma
eficiente os recursos alimentares disponiveis localmente. No caso dos monogastricos, essa
eficiéncia esta fortemente associada ao melhor aproveitamento das proteinas, especialmente as
de origem vegetal (Makkar, 2008). Assim, torna-se essencial oferecer uma dieta nutricionalmente
adequada, por meio da criteriosa selegdo e formulagdo de ingredientes que atendam as exigéncias
de manutengdo, crescimento e produgéo dos animais, uma vez que desequilibrios nutricionais
comprometem de forma significativa o desempenho na fase atual e nas subsequentes (Jaramillo
etal, 2022).

Os ingredientes utilizados na formulagdo de ra¢gdes animais contém diversas moléculas
bioldgicas, compostas por atomos de diferentes elementos quimicos. Cada elemento possui
propriedades quimicas unicas e ocupa uma posi¢do definida na tabela periddica, determinada
pelo niimero de protdes presentes em seu nucleo, ou seja, pelo seu numero atdomico (O'Brien,
2015).

Nas ultimas décadas, verificou-se que os processos quimicos, bioldgicos e fisicos geram
"assinaturas isotdpicas" Unicas em materiais biologicos, permitindo rastrear as origens de
substancias organicas (Gannes et al., 1998). Nesse contexto, a aplicagdo de is6topos estaveis tem
crescido em pesquisas agropecudrias, sendo uma alternativa promissora para investigar processos
relacionados ao metabolismo de nutrientes em humanos e animais, além de possibilitar a
rastreabilidade e certificagdo de dietas animais (Pearson ef al., 2003; Piasentier et al., 2003;
Forstel, 2007).

Os is6topos sdo atomos de um mesmo elemento quimico que diferem pelo nimero de
neutrdes e, consequentemente, pela sua massa atomica. Pelo facto de apresentarem-se com igual
numero de eletrdes, possuem propriedades quimicas semelhantes, mas diferem nas propriedades
fisicas (Ducatti et al., 2011). Assim, podem ser classificados em instiveis ou estaveis. Os
instaveis, também chamados de radioativos, sofrem desintegra¢des espontaneas, libertando
particulas nucleares ou radiagfo eletromagnética, originando isotopos radiogénicos. Por outro
lado, os isétopos estaveis ndo passam por processos de desintegragdo e sdo amplamente

encontrados na biosfera, sendo elementos essenciais nos ciclos hidrolégico, geoldgico e
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biolégico, como o hidrogénio, carbono, nitrogénio, oxigénio e enxofre (Clark & Fritz, 1997;
Gannes et al., 1998).

Cada elemento quimico apresenta um isétopo estdvel leve predominante, como o
carbono-12 (**C), hidrogénio-1 ('H), oxigénio-16 ('°0) e nitrogénio-14 (**N), além de um ou
dois isdtopos estaveis mais pesados, como o carbono-13 (*C), hidrogénio-2 (*H), oxigénio-17
('70), oxigénio-18 ('80) e nitrogénio-15 ('*N). A abundéncia desses isdtopos na natureza é
expressa em percentagem atomica. No caso do carbono, o 2C representa abundancia isotopica
de aproximadamente 98,89%, enquanto para o *C, corresponde a cerca de 1,11% (Bowling et
al., 2008).

Apesar de os is6topos estaveis de um mesmo elemento formarem ligagdes quimicas
equivalentes, diferengas em suas massas atomicas resultam em variagdes subtis nas velocidades
de reagdo. Isso gera o fracionamento isotGpico, que por sua vez, altera as propor¢des entre 0s
is6topos pesados e leves (O'Brien, 2015).

As proporg¢des isotdpicas estaveis (Stable Isotope Ratios - SIRs) de elementos como o
carbono, o nitrogénio e o enxofre variam naturalmente entre os varios alimentos, refletindo a
origem ecoldgica dos seus componentes. As medigdes das SIRs sdo obtidas através de proporgdes
relativas a razéo isotopica do padrdo internacional e expressas em unidades delta (8) per mil (%o),
ao invés de proporgdes absolutas. Isso deve-se ao facto de as amostras apresentarem a
composigdo isotdpica proxima & abundancia natural (Indcio & Urquiaga, 2017).

As SIRs funcionam como biomarcadores diretos, quantificaveis nos tecidos e pouco
influenciados por processos endogenos, o que aumenta a robustez das associacdes dietéticas
(Skrzypek, 2013). Assim, o uso de isOtopos estaveis como indicadores permite inferir
informagdes sobre a dieta de curto e longo termo, conforme a taxa de renovagio do tecido
analisado (O'Brien, 2015; Ducatti ef al., 2011).

A fotossintese ¢ um dos principais fatores que influenciam a variagdo isotopica do
carbono nas plantas (Brien, 2015). Elas s8o agrupadas principalmente em dois tipos conforme o
mecanismo de fixagdo de CO, durante a fotossintese: ciclo Cs e ciclo C4. Nas plantas Cs, o
primeiro composto organico formado é um 4cido carboxilico, que possui trés atomos de carbono,
enquanto nas plantas C4, 0 primeiro composto orgdnico formado apresenta quatro atomos

(DeNiro & Epstein, 1981; Kennedy & Krouse, 1990).
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O ciclo fotossintético C3 € caracteristico de muitas dicotiledoneas, como arvores, soja,
arroz, trigo, cevada e algoddo; enquanto, o ciclo C4 € encontrado em culturas como milho, cana-
de-agucar, sorgo e forrageiras tipicas de regides tropicais e subtropicais (DeNiro & Epstein,
1981; Kennedy & Krouse, 1990).

Durante o processo de assimilac@o e fotossintese do CO; pelas plantas, um fenémeno
biofisico ocorre, a chamada discriminagdo isotdpica, que indica o ganho ou perda isotopica
relativa do produto em relag@o a fonte precursora (Fry & Sherr, 1989). Para percebermos a
importancia desse fendmeno, torna-se necessario inicialmente saber que o CO; atmosférico (que
atua como a principal fonte de carbono para as plantas ndo-aquéticas), apresenta um valor
isotopico (8'*C) em torno de -7,7%o (Farquhar et al., 1982). Apés ser utilizado na fotossintese,
uma redugdo da concentragio de '*C e aumento da concentragdo de >C ocorrem.

Desse modo, as plantas de diferentes ciclos fotossintéticos apresentardo diferentes valores
de discriminagéo isotopica (8'°C), que teoricamente consiste na diferenca entre a propor¢io de
isétopos pesados em relagdo aos is6topos leves em uma dada amostra em comparagdo com o
padrdo (Jaramillo ef al., 2022). Assim, em termos praticos, as plantas C3 que utilizam o ciclo de
Calvin-Benson, apresentardo valores de 8'*C que variarfo entre -22 a -34%o, com valor modal de
-26,7%o (Park & Epstein, 1961; Caswell et al., 1973).

Em contrapartida, as plantas C4 que utilizam o ciclo Hatch-Slack, acabario por apresentar
valores 8'3C entre -9 a -16%o, com valor modal de -12,6%o (Park & Epstein, 1961; Caswell et al.,
1973). O sinal negativo indica uma menor concentragio de *C em relagio ao padrio
internacional isotdpico. Desse modo, devido ao fracionamento isotdpico que ocorre durante a
fotossintese, podemos afirmar que as plantas C3 e C4 apresentam assinaturas isotopicas distintas
(Gessler et al., 2014).

Os valores de *C sdo comparados ao padrio internacional Peedee Belemnite (PDB),
derivado do carbonato sélido de belemnitela norte-americana, uma formagao rochosa da Carolina
do Sul, amplamente aceito para andlises isotdpicas (Gessler, 2024).

Devido a diferencga isotopica intermédia de 14%o (conforme Figura 1), explicada pelo
facto das rotas bioquimicas, na produgéo de hidratos de carbono serem distintas (Ducatti et al.,
2011) e a maior concentragéo de '3C nas plantas C4 em comparagdo com as Cs, & possivel utilizar
essas plantas e seus derivados como marcadores em estudos na alimenta¢do animal (Hobson &
Clark, 1992), sem necessidade de utilizar compostos marcados sinteticamente (Ducatti ef al.,

2002).
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A determinagéo precisa da relagdo entre a composigéo isotdpica do carbono de um animal
¢ a sua dieta, com base nos valores de 3"*C de animais e plantas recolhidos no campo € limitada
por dois fatores principais. O primeiro refere-se as variagdes sazonais na composi¢io isotdpica
da dieta que podem ser significativas, com diferengas superiores a 5%o ao longo da estagdo de
crescimento. Assim, a analise de componentes recentemente sintetizadas ou a utilizagdo de um
valor integrado da dieta s@io essenciais para maior precisdo. O segundo fator pressupde que os
herbivoros consomem as plantas disponiveis de forma aleatdria, mas a escolha alimentar pode
influenciar os valores de §'*C ingeridos. Esse efeito € particularmente relevante quando a dieta
inclui plantas C3 e C4 (DeNiro et al., 1978).

Para a execug@o dessas andlises, utilizam-se espectrometros de massa, que determinam a
concentracdo dos diferentes isdtopos em amostras gasosas (Hz, CO2, N2 e SO2) (Vogel, 1993).
Recorre-se as andlises isotopicas de mais do que um elemento para obter resultados fidedignos,
caso contraric faltaria informacdo suficiente para conseguir determinar as caracteristicas ou
atribuigdes de um dado produto. A analise dos elementos carbono e nitrogénio permite
determinar a dieta dos animais e a indicagdo geografica dos animais pela andlise conjunta dos

elementos oxigénio e hidrogénio nos respetivos tecidos (Ducatti ef al., 2011).

Plantas C, Plantas C, Ar(CO,)  Padrdo 1%°: PDB

| | | I |

1{ -28%o -14%o0 ~8%o ; 0%.o ' +1%0 :
j
[ f
Sinal negativo = mais leve isotopicamente Sinal positivo = mais pesado isotopicamente

Figura 1. Régua isotdpica com os valores intermédios (8%o'>Cv-ppp) das plantas C3 e Ca.

Perspetivas futuras no que respeito a aplicabilidade da IRMS

As razdes isotopicas estaveis (SIRs) tém um grande potencial para serem usadas como
biomarcadores dietéticos. Isso deve-se a variabilidade entre os diferentes tipos de alimentos, a
precisdo com que sdo capturadas nos tecidos e a facilidade com que podem ser medidas. Além
disso, elas permanecem estaveis em amostras armazenadas, o que possibilita analises retroativas.
No entanto, para que se tornem ferramentas eficazes na rastreabilidade nutricional, ainda sdo
necessarios mais estudos para validar esses biomarcadores, especialmente no que diz respeito a

melhoria de sua especificidade (Inacio & Urquiaga, 2017).
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Estudos controlados de alimentagéo séo essenciais para entender como os biomarcadores
isotopicos se relacionam com a ingestdo alimentar. Esses estudos sdo importantes ao longo do
tempo, pois as medigdes isotdpicas capturam sinais dietéticos acumulados. Para garantir a
precisdo, é necessario que as medi¢des isotopicas correspondam a dieta consumida durante cada
fase do estudo (O'Brien, 2015).

Esses estudos devem utilizar as melhores metodologias para medir o sistema de
alimentagdo, reconhecendo que pode haver distor¢des nos resultados. Para aumentar a precisdo
das medigdes de isotopos estaveis, novas abordagens estdo sendo exploradas, como a
combina¢do das SIRs com outros biomarcadores dietéticos ou a medi¢io de isdtopos em
moléculas diretamente relacionadas aos alimentos. A validagio dessas abordagens deve
considerar diversos componentes da dieta, garantindo que os biomarcadores SIR sejam
interpretados corretamente no contexto de monitorizagfo e rastreamento das origens e trajetorias
dos nutrientes, visando garantir sua qualidade e seguranga ao longo da cadeia alimentar (Forstel,
2007).

Além disso, o avango da aplicabilidade da IRMS em contextos agroalimentares requer a
construgdo de bancos de dados isotdpicos regionais robustos e representativos, que sirvam como
referéncia para a identificagdo de padrdes especificos de ingredientes e produtos. A IRMS pode
ser usada como uma ferramenta estratégica no combate a fraude alimentar e na garantia da
autenticidade dos alimentos, sobretudo em regides com elevada diversidade agricola. A
integragdo de andlises isotOpicas com métodos estatisticos multivariados tem-se mostrado
promissora para melhorar a rastreabilidade e o controlo de qualidade ao longo da cadeia de
produgdo (Caxito & Silva, 2015).

Nesse contexto, a andlise da relagdo isotopica (8'3C) pode ser uma ferramenta valiosa
para caracterizar ragdes animais, auxiliando nutricionistas na formulaggo de ragdes com base na
disponibilidade de matérias-primas locais e garantindo a rastreabilidade dos ingredientes, em
resposta as crescentes exigéncias do mercado agropecuario por qualidade e certificacdo de

origem.

Objetivos
O presente trabalho teve por objetivo geral identificar o sinal isotopico de ragdes
comerciais de suinos e, por objetivo especifico, correlacionar o sinal isotopico final dessas ragdes

com o sinal isotdpico do ingrediente de maior inclusdo em sua formulagdo.
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Metodologia

O experimento consistiu na aquisi¢do de quatro ragdes comerciais para suinos, produzidas
na ilha Terceira, abrangendo duas fases de alimentagéo: lactagdo (intitulada como T; e T2) e cria
(intituladas como: T3 e Ts4). As composi¢des das ragdes foram registadas com base nas
informagdes presentes nos rétulos das embalagens, visando a identificagio da matéria-prima com
maior inclusio na formula.

Ap6s a homogeneizagdo prévia das sacas adquiridas, uma subamostragem foi realizada,
com o objetivo de separar porgdes representativas de 1000 g de cada uma das ragdes (T1, Tz, T3
¢ T4). As subamostras foram acondicionadas em sacos plésticos transparentes previamente
identificados e seladas termicamente a véacuo.

Posteriormente, as amostras foram enviadas por correio aéreo internacional ao laboratdrio
de andlises isotdpicas ambientais da Universidade Estadual Paulista (UNESP, Estado de S&o
Paulo, Brasil), onde foram submetidas a secagem em estufa de ventilagdo forcada (marca
Marconi, modelo MA-035/5), adotando os procedimentos do método 934.01 exigidos pela
Association of Official Analytical Chemists - AOAC (2019), sendo entdo desengorduradas em
aparelho de Soxhlet (marca Tecnal, modelo TE-044), segundo o método 920.39 (AOAC, 2019).
Essa etapa foi necessaria, pois a fragdo lipidica pode ocasionar fracionamento isotépico de até
5%o nos valores de '*C (Piasentier et al., 2003).

De seguida, as amostras foram submetidas a nova secagem em estufa de ventilagio
forgada a 50°C durante meia hora, para evaporagdo do reagente utilizado no desengorduramento
das amostras. Apods arrefecimento, as amostras foram moidas em moinho criogénico a
temperatura de -196°C (marca SPEX SamplePrep Geno/Grinder, modelo 2010) para obtencgo de
material homogéneo com granulometria menor ou igual a 60 pm, de forma a evitar problemas de
repetibilidade no momento da andlise.

Na sequéncia, uma quantidade aproximada de 70 pg dessas amostras foram pesadas em
triplicado em balanga analitica (marca Mettler Toledo, modelo MXS5) utilizando capsulas de
estanho, as quais foram posteriormente introduzidas por meio de amostrador automatico no
analisador elementar (marca Thermo Fisher Scientific, modelo Flash 2000 CHNS/O), no qual,
em presenga de oxigénio, cada amostra sofreu combustdo para a obtengdo quantitativa de CO,
conforme diagrama de fluxo fornecido na Figura 2.

Os gases formados foram separados em coluna cromatografica gasosa e analisados no

espectrometro de massas de razdes isotdpicas (marca Thermo Fisher Scientific, modelo IRMS
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Delta V' Advantage), no Laboratério de Isétopos Estaveis Ambientais da UNESP, campus de
Botucatu, Brasil.

Os resultados dessas andlises foram expressos em notagio delta per mil (§'3C, %o) em
relag@o ao padrdo internacional Peedee Belemnite (PDB), com erro de analise da ordem de 0,2%o,

utilizando a seguinte equago:
613C(amostra, padrio) = {[(13C/12C)amostra - (13C/12C)padrao] / (13C/12C)padréo} X 1000, onde:

8"°C = enriquecimento do isétopo mais pesado '*C/'2C da amostra em relagio ao padrdo
internacional; expresso em %o

R = razo isotdpica entre o is6topo menos e mais abundante (1*C/'?C); adimensional.

Os dados obtidos pelas analises isotépicas foram compilados em ficheiro utilizando-se o
software Microsofi Office Excel e posteriormente submetidos & analise estatistica, utilizando-se
o sofiware SAS (2023) adotando o procedimento GLM para analise de variancia dos dados. No
que respeita a avaliagdo das diferencas entre as médias foi utilizado o teste de Tukey,

considerando-se 5% como nivel de significancia.

Imersdo cm Azoto Moinho Criogénico
Liguido (vista externa)

Secagem do solvente Desengorduramento Minha Criogénico
(vista interna)

Amostras no intcriot Amostra dentro da capsula Quantificacio por
das capsulas de Sn fechada TRMS

Figura 2. Etapas de tratamento pré-analiticas das ragdes.
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Resultados
A seguinte Tabela 1 apresenta os valores isotopicos de §°C de ragdes de duas categorias

de suinos, sendo respetivamente, as T e T de lactacdo e as T3 e T4 de cria.

Tabela 1. Sinais isotopicos médios das ragdes comerciais de suinos.

Sinal *T *T, *T3 *Ty

isotopico
(513C)* *

*T1 e Ta: referem-se as ragdes de lactacdo e Ts e Ta: referem-se as ragdes de leitdes.

-17,83%0 £ 0,01 b -14,30%0+0,1d  -18,87%0 + 0,01 a  -14,51%0 + 0,02 ¢

** n =3 & desvio padrio, sendo as letras mindsculas na linha diferentes entre si pelo teste de Tukey a 5%.

As diferengas observadas entre os sinais isotopicos das ragdes comerciais foram
estatisticamente significativas (P < 0,0001), de acordo com a andlise de varidncia. O teste de
comparagdes multiplas de Tukey (o = 0,05) revelou diferengas significativas entre todas as
combinagdes entre as médias: Ty vs. T2, T1 vs. T3, T1 vs. Ta, T2 vs. T3, Tz vs. T4, e T3 vs. T4, com
valores de P < 0,001 entre todas as comparagdes.

O sinal isotopico 8'*C da ragéo T1 (-17,83%o0) aproximou-se do intervalo tipico de -17%o
a-20%o (Bontempo et al. 2014), associado a presenga de uma elevada proporgdo de milho (planta
Cs, 6"°C = -13%0) em sua composi¢do, combinada com ingredientes de origem Cs, como colza,
trigo, palmiste e girassol, conforme o fornecido no Anexo 1.

A ragdo T, apresentou um sinal isotopico de -14,30%o, valor menos negativo em
comparagdo com a ragdo Ti. Esta diferenga poderd ser atribuida a inclusdo de uma proporg¢do
ainda maior de milho na férmula, de acordo com os dados do Anexo 2. A maior presenca de
milho, cuja assinatura isotopica é mais enriquecida em *C, resultou em um aumento do valor de
8"C, ou seja, tornou o sinal isotdpico da ragdo menos negativo.

No caso da ragdo Ts, observou-se um sinal isotopico mais negativo (-18,87%o), resultado
de uma composi¢do mais diversificada entre ingredientes Ca (milho) e Cs (soja, trigo, girassol,
palma). Embora o milho representasse cerca de 45% da formulagdo (Anexo 3), a maior
participacdo de ingredientes Cs (cerca de 38%) contribuiu para a diminuigéo do valor de §"C.

Por sua vez, a ragdo Ty apresentou um sinal isotopico de -14,51%o0 (Anexo 4), valor que
refletiu uma formulago mista, com predomindncia de milho (Ca) e presenca de ingredientes de
origem Cs, como soja, trigo, alfarroba e cevada. Assim, o valor obtido situou-se numa faixa

intermédia, influenciado pela combinag&o de matérias-primas Cs e Ca.
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Discussao

Como a aplicagdo da técnica de isotopos estaveis em estudos de nutricionais ainda é
relativamente recente e¢ sua utilizagdo tem se concentrado maioritariamente em estudos de
rastreabilidade de produtos carneos (especialmente para a dete¢do de fraudes), ha uma escassez
de pesquisas voltadas a caracterizagdo isotdpica de ragdes, especialmente para suinos. Essa
lacuna na literatura reforga a originalidade e a relevancia do presente estudo. Consequentemente,
a limita¢do no numero de referéncias citadas nesta segdo deve-se a essa realidade.

De acordo com Bontempo et al. (2014), os valores de 6'*C nas ragdes estdo fortemente
associados a proporcdo relativa de ingredientes vegetais do tipo Cs e Ca. Ingredientes do tipo Ca,
como o milho e o sorgo, apresentam valores isotdpicos 6'*C mais enriquecidos (entre —11%o ¢ —
13%o), enquanto ingredientes do tipo Cs, como trigo, cevada, soja, girassol ou colza, revelam
valores isotopicos 8'*C mais negativos, geralmente inferiores a —25%o. Assim, a composi¢ao
isotopica de uma ragdo mista depende da proporgdo relativa desses ingredientes, refletindo-se
diretamente no valor isotopico final de 6'*C da formulagéo.

No presente estudo, observou-se que os valores isotopicos (8'*C) das quatro ragdes
analisadas se enquadraram nos intervalos descritos na literatura para formulag¢des mistas, com
diferentes graus de predominancia de ingredientes Cs ou Cs (Boecklen et al., 2011; Bontempo et
al.,2014).

As ragdes T1 e T, destinadas a fase de lactagdo, revelaram valores de 6*C —17,83%o e —
14,30%o, respetivamente. A ragdo T; apresentou uma composigdo equilibrada, com incluséo
significativa de milho (Cs), 0 que justificou um valor relativamente enriquecido. No entanto, a
presenca marcante de ingredientes Cs, como trigo, girassol, colza e palmiste, contribuiu para
tornar o sinal isotopico mais negativo do que seria esperado para uma ragdo exclusivamente Ca.
Enquanto a rag@o T2, com uma formulag&o mais centrada no milho geneticamente modificado,
registou um §'*C mais elevado (menos negativo), condizente com a sua maior propor¢do de
ingredientes Cs e menor presenga de fontes Ca.

Para além dos valores aqui apresentados, Amorim et al. (2017) relataram um valor
isotopico 8*C de —16,14%o na ragdo destinada a porcas em lactag@o, valor que se situa dentro do
intervalo encontrado no presente estudo para as formulagdes Ti e T2, devido & maior inclusdo de
milho (planta C4) na formula.

Relativamente as ra¢des de cria, T3 e Ts, a tendéncia manteve-se. A ragdo T3 apresentou
o valor mais negativo entre todas as ragdes (—18,87%o), o que refletiu uma predominéncia clara

de ingredientes do tipo Cs em sua composi¢do — como a farinha de soja, trigo, girassol e dleo de
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soja. Embora o milho estivesse presente (cerca de 45%), a sua propor¢io nio foi suficiente para
compensar o contributo isotopicamente mais leve em '2C dos restantes ingredientes. A ragéo Ta,
por outro lado, apresentou uma quantidade consideravel de milho expandido (Cs), o que se
traduziu em um sinal isotopico menos negativo (8'°C —14,51%0). Ainda assim, a presenga
significativa de ingredientes Cs como soja, trigo e cevada conferiu-lhe um sinal isotépico
intermédio, caracteristico de formulag¢des mistas.

Estes resultados estdo em concorddncia com os dados apresentados por Amorim ef al.
(2016) que relataram valores isotopicos para ragdes de leitdes, conforme as recomendacdes de
Rostagno et al. (2011), respetivamente de -26,86%o (ragdo pré-inicial I), -27,11%o (ragdo pré-
inicial II) e -27,46%o (ragéo inicial). Esses valores indicam uma maior propor¢do de plantas C3
na formulagéo, principalmente arroz e farelo de soja (aproximadamente 82%, §'*C = -28%o), e
uma menor inclusdo de plantas Cs, como o milho (cerca de 15%, 8*C = -17,40%o).

Os valores reportados por Saleh et al. (2018) corroboram os observados no presente
estudo, com valores isotdpicos para ragdes de leitdes de -26,49%o (ragdo pré-inicial I), -27,49%o
(ragdo pré-inicial IT) e -28,77%o (ragdo inicial), também conforme as recomendagdes de Rostagno
et al. (2011). Esses dados evidenciam uma predominancia de plantas C3, como arroz e farelo de
soja (em torno de 83%, 8"*C ~ -28%o), € menor participagdo de plantas C4, como milho
(aproximadamente 12%, 6C = -17,40%o), refor¢ando a utilidade da andlise isotopica na
caracteriza¢do da composicgo vegetal das ragdes e na distingdo entre formulagdes com diferentes
proporgdes de ingredientes Cs e Ca.

A metodologia isotdpica permite ainda identificar alteragdes nas fontes de ingredientes
que possam decorrer de variagdes sazonais, regionais ou de processos de fabrico, contribuindo
para a melhoria continua do controlo da alimentago animal (Assoni et al., 2017).

Além disso, conforme discutido por Saleh ef al. (2018), a analise isotdpica do carbono
ndo sé permite distinguir entre ingredientes Cs e Ca, como também oferece insights valiosos para
monitorizar a variabilidade da dieta ao longo do tempo e a sua relagdo com o desempenho
produtivo dos animais.

Segundo Saleh et al. (2018), a aplicagdo combinada da analise isotopica com outras
técnicas analiticas, como a avaliagdo quimica detalhada e a determinagdo da digestibilidade,
permite uma caracterizagdo mais completa da qualidade nutricional das racdes.

Complementando essa abordagem, Santos ef al. (2019) destacaram que o uso de is6topos
estaveis, além de permitir a avaliag&o precisa da origem vegetal das ragdes, € eficaz para controlar

adulteragdes em ingredientes declarados nas formulagdes comerciais. A integragdo da técnica
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isotopica com dados de rotulagem e composi¢io declarada permite identificar desvios entre o
rotulo e o contetido real, fornecendo respaldo cientifico para auditorias e regulamentagdes no
setor agroalimentar. Ainda segundo os autores, a estabilidade e confiabilidade dos dados
isotopicos, mesmo apods processamento industrial dos alimentos, conferem uma vantagem
analitica relevante para a rastreabilidade alimentar em toda a cadeia de produco.

Em suma, o presente estudo, ao corroborar os dados de Assoni et al. (2017), evidenciou
0 potencial da analise isotopica de §'*C como ferramenta cientifica indispensavel na avaliagio e
otimizagdo da composi¢do vegetal das ragdes, alinhando-se com as melhores praticas descritas
na literatura (Saleh ef al., 2018; Santos et al., 2019). Tal abordagem contribui para garantir a
qualidade, autenticidade e sustentabilidade das formulagdes alimentares utilizadas na produgio
animal.

Para além disso, os resultados obtidos no presente estudo confirmam que a discriminag&o
isotépica dos ingredientes provenientes de plantas com distintos ciclos fotossintéticos (Cs e Cy),
assim como, os principios da dilui¢do isotopica foram observados conforme descrito por Hobson
& Clark (1992), Jones et al. (1979) e Tieszen et al. (1983).

Como perspetiva futura, o presente estudo sugere a ampliagdo da aplicacdio da andlise
isotopica para monitorizar variagdes sazonais e regionais nas matérias-primas, assim como para
avaliar impactos de diferentes processos industriais sobre a composicio das ragdes. A integragio
da técnica IRMS com outras metodologias analiticas podera fornecer um quadro ainda mais
completo para garantir a autenticidade e sustentabilidade das formulagdes alimentares,

promovendo avangos na seguranga alimentar e na eficiéncia produtiva do setor agropecuario.

Conclusio

Os valores isotopicos de 8'*C das ragdes comerciais analisadas confirmaram que as
diferencas nos valores de 8*C refletem as distintas proporgdes de ingredientes vegetais Cs e Cs
nas formulagdes das ragdes, permitindo a distingfio clara entre os diferentes tipos de ragdes e
corroborando a eficicia da analise isotopica na caracterizagdo da composicdo das racdes

comerciais de suinos.
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Anexo 1

Tabela 2. Composic¢do centesimal da ragdo comercial de lactacio.

Ingredientes (%) T1

Milho geneticamente modificado 55

Bagaco de colza extratado 12
Bagago de girassol 8
Bagago de palmiste 5
Sémea de trigo 10
Carbonato de calcio 2
Cloreto de sodio 0.8
Fosfato dicalcico 1,5
Nucleo vitaminico-mineral 0,7
Material inerte 5
Total 100

Valores analisados

Energia Metabolizavel (kcal/kg) 2690

Proteina Bruta (%) 13,1
Fibra bruta (%) 6,4
Cinzas totais (%) 53
Metionina digestivel (%) 0,27
Lisina digestivel (%) 0,53

Metionina + Cisteina digestivel (%) 0,73

Treonina digestivel (%) 0,41
Triptofano digestivel (%) 0,12
Célcio total (%) 0,9
Fosforo total (%) 0,6
Sadio total (%) 0,3

Aditivos por kg de ragdo: Vitamina A: 1,6 UL Vitamina D3: 99 Ul, Vitamina E: 63 mg, Vitamina B1: 2 mg, Vitamina B2: 6 mg, Vitamina B6: 3 mg, Vitamina K3: 3 mg, Vitamina B12: 0,035
mg, Biotina: 0,6 mg. Sulfato de ferro monoidratado: 120 mg, Iodeto de potassio: 1,5 mg, Acetato de cobalto II tetra-hidratado: 50 mg, Sulfato de cobre pentahidratado: 10 mg, Quelato de cobre
de glicina hidratado: 10 mg, Oxido de manganés: 50 mg, Oxido de zinco: 70 mg, Quelato de zinco de glicina hidratado: 50 mg, Selenito de sodio: 0,35 mg, L-lisina: 162 mg, Endo-1,4-beta-
glucanase: 0,1 UI, Endo-1,3-beta-D-glucanase: 0,09 UI, Endo-1,4-beta-xilanase: 0,3 U, Antioxidante BHT: 30 mg.
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Anexo 2

Tabela 3. Composi¢do centesimal da ragdo comercial de lactagéo.

Ingredientes (%) T2

Milho geneticamente modificado 58

Farelo de soja 46% 10
Bagaco de girassol 7
Sémea de trigo 8
Oleo vegetal 3
Carbonato de calcio 1,7
Cloreto de sodio 0,5
Fosfato dicalcico 1,5
Nucleo vitaminico-mineral 0,8
Material inerte 1,5
Total 100

Valores analisados

Energia Metabolizavel (kcal’/kg) 2800

Proteina Bruta (%) 15
Fibra bruta (%) 5.8
Cinzas totais (%) 43
Metionina digestivel (%) 0,43
Lisina digestivel (%) 0,95

Metionina + Cisteina digestivel (%) 0,72

Treonina digestivel (%) 0,66
Triptofano digestivel (%) 0,22
Cilcio total (%) L6
Fosforo total (%) 0,7
Sédio total (%) 0,3

Aditivos por kg de ragio: Vitamina A: 1,5 UL, Vitamina D3: 100 UL Vitamina E: 60 mg, Vitamina B1: 1,8 mg, Vitamina B2: 5,5 mg, Vitamina B6: 3 mg, Vitamina K3: 2,8 mg, Vitamina B12:
0,04 mg, Biotina: 0,7 mg. Sulfato de ferro monoidratado: 120 mg, lodeto de potassio: 1,5 mg, Sulfato de cobre pentahidratado: 12 mg, Quelato de cobre de glicina hidratado: 12 mg, Oxido de
manganés: 50 mg, Oxido de zinco: 80 mg, Quelato de zinco de glicina hidratado: 55 mg, Selenito de sodio: 0,4 mg, Endo-1,4-beta-glucanase: 0,1 UI, Endo-1,4-beta-xilanase: 0,3 UI, Antioxidante
BHT: 30 mg.
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Anexo 3

Tabela 4. Composicdo centesimal da ragdo comercial de leitdes (cria).

Ingredientes (%) T3
Milho geneticamente modificado 45
Farelo de soja 45% 20
Soro de leite em pé 7
Bagago de girassol 5
Sémea de trigo 8
Proteina suina hidrolisada 2
Oleo de soja 3
Gordura vegetal de palma 2
Carbonato de célcio 1,1
Fosfato dicélcico 1,2
Cloreto de sddio 0,5
Ndcleo vitaminico-mineral 0,2
Material inerte 5
Total estimado 100
Valores analisados

Energia metabolizavel (kcal/kg) 3059,50
Proteina Bruta (%) 17,98
Fibra bruta (%) 4,4
Cinzas totais (%) 4,7
Metionina digestivel (%) 0,291
Lisina digestivel (%) 0,901
Metionina + Cisteina digestivel (%) 0,471
Treonina digestivel (%) 0,681
Triptofano digestivel (%) 0,188
Calcio total (%) 0,7
Fosforo total (%) 0,5
Saodio total (%) 0,2

Aditivos por kg de ragao: Vitamina A: 2,5 unidades internacionais (UI), Vitamina D3: 99 UI, Vitamina E: 4 mg, Vitamina B1: 2 mg, Vitamina B2: 6 mg, Vitamina B6: 4 mg, Vitamina K3: 3
mg, Vitamina B12: 0,05 mg, Biotina: 1,2 mg. Betaina: 100 mg, Sulfato de ferro monoidratado: 100 mg, Iodeto de potassio: 1,0 mg, Quelato de cobre de glicina hidratado: 90 mg, Oxido de
manganés: 50 mg, Oxido de zinco: 100 mg, Selenito de sodio: 0,25 mg, L-lisina: 12 mg, Metionina: 948 mg, Endo-1,4-beta-glucanase: 0,1 UI, Endo-1,3-beta-D-glucanase: 0,09 U, Endo-1,4-
beta-xilanase: 0,3 UI, Antioxidante BHT: 40 mg, Acido lactico: 900 mg; Acido férmico: 300 mg.
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Anexo 4

Tabela 5. Composigdo centesimal da ragdo comercial de leitdes (cria).

Ingredientes (%) T4
Expandido de milho 20
Expandido de trigo 7
Soro de leite em po 8
Expandido de cevada 4
Expandido de alfarroba 2
Milho 10
Sémea de trigo 5
Concentrado proteico de soja 15
Proteina suina hidrolisada 3
Plasma suino 3
Oleo de peixe 1,5
Oleo vegetal 3,5
Bagaco de soja 5
Carbonato de célcio 1
Fosfato monocalcico 1,2
Nucleo vitaminico-mineral 1,3
Material inerte 0,5
Total estimado 100

Valores analisados

Energia metabolizavel (kcal/kg) 3400

Proteina Bruta (%) 16,4
Fibra bruta (%) 2,6
Cinzas totais (%) 4,0
Lisina digestivel (%) 1,35
Metionina digestivel (%) 0,30

Metionina + Cisteina digestivel (%) 0,49

Treonina digestivel (%) 0,83
Triptofano digestivel (%) 0,27
Calcio total (%) 0,52
Fésforo total (%) 0,55
Sodio total (%) 0,27

Aditivos por kg de mgao: Vitamina A: 16000 unidades internacionais (UT). Vitamina D3: 2000 UL, Vitamina E: 120 mg. Vitamina B1: 1.5 mg. Vitamina B2: 5 mg. Vitamina B6: 2.5 mg. Vitamina K3: 1 mg. Vitamina B12: 0.03 mg.
Biotina: 0.48 mg. Betaina: 500 mg. Pantotenato cdlcico: 12 mg: Acido folico: 0.5 mg: Cloreto de colina: 300 mg; Aromatizantes: 500 mg: Carbonato ferroso: 120 mg. Todeto de potassio: 1.0 mg. Quelato de ferro: 100 mg. Sulfato

de manganés: 50 mg. Sulfato de cobre pentahidratado: 150 mg: Oxido de zinco: 120 mg. Selenito de sodio: 0.4 mg. Silica precipitada: 15 mg: 6-fitase: 300 FTU; Endo-1.4-bet: 9.65 UL Antioxi BHT: 45 mg. Acido

nicotinico: 20 mg: Acido lictico: 1000 mg: Acido formico: 300 mg: Formiato de célcio: 3000 mg.
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