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RESUMO GERAL

A avicultura esta inserida em um mercado altamente competitivo, onde a
alimentacao equilibrada das aves é necessdria para a maxima expressao do
potencial genético e, conseqlentemente, para uma maior produtividade. Nesse
contexto, a importancia das vitaminas lipossolUveis, além de outros nutrientes,
deve ser considerada, ja que tém influéncia direta sobre o desenvolvimento da ave
e sua sanidade. Neste trabalho, primeiramente foram avaliados os niveis de
umidade, cinzas, lipideos, proteina bruta e fibra bruta de 31 amostras de ragdes
para frangos de corte, destinadas a diversas fases de crescimento. Para as
andlises de lipideos, proteina bruta e fibra bruta, foram utilizados os métodos de
Bligh & Dyer, Kjeldahl e fibra em detergente acido, respectivamente. Para a
andlise simultdnea das vitaminas lipossolluveis palmitato de retinila, all-trans-
retinol, colecalciferol, ergocalciferol, a-tocoferol, &-tocoferol, menadiona e
filoquinona em ragdes para frangos, foi utilizado um método de extragao simples
(sélido-liquido) e analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Para
a deteccdo foi utilizado um detector de arranjo de diodos (DAD), e os
comprimentos de onda de 250nm para as vitaminas menadiona e filoquinona,
265nm para as vitaminas colecalciferol e ergocalciferol, 290nm para a-tocoferol,
300nm para d-tocoferol, e 325nm para palmitato de retinila e all-trans-retinol. Os
limites de deteccdo encontrados variaram de 0,105 pg/g a 1,968 ug/g, e os
coeficientes de variagdo, de 0,8% a 13,7%. As recuperagdes foram determinadas
em ragdes para frangos, e os valores encontrados estavam entre 70,7% e 99,0 %.
Nas 31 amostras de racbGes para frangos de corte foram realizadas as
quantificagcdes das vitaminas lipossoluveis A, D, E e K, em suas diferentes formas,
e, nenhuma das amostras apresentou resultado satisfatério. O método utilizado
mostrou-se simples e de facil aplicacado para a andlise de vitaminas lipossoluveis
sintéticas adicionadas as ragdes, entretanto, ndo se mostrou eficiente para a

analise das formas naturalmente presentes destas vitaminas.



ABSTRACT

The aviculture is inserted in a competitive market, where the correct poultry
nutrition is necessary to the maximum expression of the genetic potential, and to
increase the production, consequently. In this context, the importance of the fat-
soluble vitamins, must be considered because its influence in development and
health of animals. In this work, at first it was analyzed the levels of humidity,
mineral, fat, crude protein and fibers in 31 samples of feed destined to poultry
production. For the analysis of fat, crude protein, and fibers, it was used the Bligh &
Dyer, Kjeldahl, and fiber in acid detergent, respectively. For the simultaneous
analysis of the fat-soluble vitamins retinil palmitate, all-trans-retinol, cholecalciferol,
ergocalciferol, a-tocopherol, &-tocopherol, menadione and filoquinone in poultry
feeds, it was used a solid-liquid method of extraction and a high performance liquid
chromatography (HPLC) method. For the detection, it was used a DAD detector,
and the wavelengths 250nm for vitamins filoquinone and menadione, 265nm for
vitamins cholecalciferol and ergocaciferol, 290nm for a-tocopherol and 325nm for
retinil palmitate and all-trans-retinol. Minimum amounts detectable were between
0,105ug/g and 1,968 ug/g, and the variation coefficients values were between
0,8% and 13,7%. The recovery was determined in poultry feeds, and the values
were between 70,7% and 99,0%.It was determined the vitamins A, D, E and K, and
none of the samples showed values according to that recommended, for all
vitamins analyzed simultaneously. The method used in this work is easily
applicable and efficient for the vitamins retinil palmitate, cholecalciferol, a-
tocopherol and menadione, however, the extraction method used for the vitamins
all-trans-retinol, ergocalciferol, d-tocopherol and filoquinone needs more studies.
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RESUMO

Varios trabalhos demonstram a importancia da utilizagdo correta das vitaminas na
nutricdo avicola. Isto ocorre principalmente pela avicultura estar inserida em um
mercado altamente competitivo, onde a alimentagéo equilibrada é necesséria para
a maxima expressao do potencial genético e, conseqlientemente, para uma maior
produtividade. Nesse contexto, a importancia das vitaminas lipossoluveis deve ser
considerada, ja que tem influéncia direta sobre o desenvolvimento da ave e sua
sanidade. Diversos sdo os métodos para a determinagdo de vitaminas em
alimentos. Entretanto, para a detecgdo das vitaminas lipossoluveis, a extragao
com solventes organicos seguida da determinacao pela cromatografia liquida de

alta eficiéncia, € uma das técnicas mais utilizadas.

ABSTRACT

Countless papers show the importance of the utilization of correct vitamins levels in
the poultry nutrition. This occurs mainly because the poultry production is insert in
a competitive market, where the well-balanced nutrition is necessary to the
maximum expression of the genetic potential, and, consequently, to an improved

production. In this context, the importance of the fat-soluble vitamins must to be



considered, because they influence the poultry development end the sanity. The
methods to determinate vitamins of foods are several. However, the extraction of
fat-soluble vitamins with organic solvents, and them determination with high-
performance liquid chromatography, are the more used techniques.

INTRODUCAO

A producao de carne de frango no Brasil, em 2006, foi de 9,4 milhdes de
toneladas, sendo que 2,6 milhdes de toneladas foram exportadas. O consumo per
capta foi de 36,0 kg por pessoa, e espera-se que em 2007 seja de 37,5 kg por
pessoa (Quevedo, 2006). O enorme crescimento na producao de frangos,
proporcionando a oferta de carne de qualidade a baixo custo, somente foi possivel
devido a evolucdo da avicultura nas areas de genética, sanidade, manejo,
ambiéncia e nutricdo. Quanto a nutrigdo, houve um grande avango, principalmente
em relacdo as necessidades nutricionais das aves em diferentes idades e frente a
diferentes desafios, e sabe-se que a suplementagao vitaminica auxilia para que o
maximo desenvolvimento das aves seja alcangado.

As vitaminas sdo nutrientes essenciais para o desenvolvimento animal, ndo
porque sao fontes de energia, mas sim, por participarem como cofatores em
reacbes metabdlicas e permitir a maior eficiéncia dos sistemas de sintese no
organismo animal. As vitaminas sao classificadas em hidrossoluveis e
lipossoluveis, sendo que a deficiéncia das mesmas na dieta pode causar
distarbios irreversiveis para o crescimento e desenvolvimento animal. As aves tém
capacidade de sintese de algumas vitaminas, no entanto, a adicdo dos complexos
vitaminicos nas dietas de frangos garante o bom desenvolvimento, e respostas
importantes para a sanidade animal, como, por exemplo, a resposta imune (Macari
etal., 2002).

Os processos tecnoldgicos para a fabricacao de racdes sao extremamente
agressivos (mistura, temperatura e pressao), o que causa uma grande perda de
vitaminas: de 5% a 50% na peletizagdo (Coelho, 1996), e 12% a 100% na
extrusdo (Schulde, 1986). As formas sintéticas das vitaminas lipossoluveis



possuem maior estabilidade; entretanto, sua biodisponibilidade € reduzida
(Annonier, et al., 1995; Villamide et al., 1999).

A suplementacdo extra com vitaminas para melhorar a resposta
imunolégica, ou reduzir os efeitos do estresse calérico, pode ser considerada no
contexto de condi¢bes ambientais adversas presentes nos sistemas intensivos de
producdo. Quando se utiliza uma grande suplementagdo como tentativa de
melhorar a qualidade dos produtos, a taxa entre o custo da vitamina e o lucro
adicional deve ser avaliada para se decidir pelo nivel 6timo de vitaminas na racao.
Em alguns casos isto implica na adicao de algumas vitaminas separadamente do
premix (Villamide et al., 1999).

A adigdo de uma ou mais vitaminas é muito variavel para uma mesma
classe animal, ocorrendo variagcdes em fungdo da temperatura ambiente, manejo
geral e estado sanitario do plantel. Ha ainda que se considerar outros fatores
externos importantes que afetam a estabilidade das vitaminas, tais como
temperatura ambiente, umidade relativa do ar, umidade da racdo, tempo de
armazenagem, forma fisica da ragdo, entre outros. S&o comuns as
recomendacdes de aumento dos niveis de vitaminas quando as ragdes sao

submetidas a processos de granulagao ou extruséo (Faria e Junqueira, 2000).

Revisao Bibliografica
Vitamina A

A vitamina A, ou retindides, sdo sensiveis a oxidagdao e peroxidagao,
particularmente na presenca de metais do grupo de transicdao. Devido ao seu
sistema de duplas-conjugadas, os retindides podem ser caracterizados e
quantificados pelo seu espectro de absor¢ao no ultra-violeta e, frequentemente por
sua fluorescéncia. Sao alguns retindides que ocorrem naturalmente: retinol
(Figura 1), retinal, acido retindico e palmitato de retinila. Os retindides sao,
geralmente, lipofilicos, muito mais sollUveis em solventes orgénicos do que em

sistemas aquosos (De Leenheer, 2000).



HC CH, CH, CH,
\/
N

\\\\“\

; i
\)\\CH,

OH

Figura 1 - Estrutura quimica do retinol.

Devido a instabilidade quimica dos retindides, os padrdes estdo
frequentemente contaminados com seus produtos de degradagao. Além disso, os
retindides geralmente estdo presentes em pequenas quantidades em amostras
biolégicas. Por isso, as solu¢cdoes padrbes devem ser quantificadas por sua
absorbancia (De Leenheer, 2000).

Vitamina A para a nutricao de aves

A vitamina A nao esta presente nos produtos de origem vegetal, no entanto,
seus precursores, 0s carotenos, estdo presentes nas mais diferentes formas.
Esses compostos sdo denominados pré-vitaminas, uma vez que o organismo das
aves € capaz de transforma-los na vitamina A ativa. O B-caroteno é composto por
duas moléculas de vitamina A, porém, existem compostos ainda no grupo dos
carotendides que nao se transformam em vitamina A. Sob condigdes normais, as
aves obtém o equivalente a uma molécula de vitamina A, para cada molécula de
-caroteno (Faria e Junqueira, 2000).

A vitamina A apresenta papel importante na visao, reprodu¢do, manutengcao
do tecido epitelial, sintese de mucopolissacarideos, controle da estrutura de
membranas celulares, sintese de corticosteroides, utilizacao de proteinas, pressao
do fluido cérebro-espinhal, sintese de DNA e RNA, e desenvolvimento do tecido
0sseo. Com excecédo das funcdes de visao e reproducao, o acido retindico executa
todas as func¢des da vitamina A. O retinol e o retinal sdo essenciais para a visao e
reproducdo, tanto em machos como em fémeas. O &cido retindico auxilia no

crescimento de animais jovens (Macari et al., 2002).



Nas ragdes dos animais, a vitamina A é usada nas formas de ésteres como
acetato, propionato ou palmitato, apresentando-se com uma coloragéo clara e
soluvel em gordura. Apesar de ser apresentada em forma protegida, a vitamina A
€ sensivel aos &cidos, a luz, ao calor e ao oxigénio. A presenca de umidade e
tracos minerais pode reduzir sua atividade nas ragdes (Faria e Junqueira, 2000).

Os sinais clinicos de deficiéncia de vitamina A sao similares entre as
espécies de aves. No entanto, a exigéncia diaria € diferente entre e dentro das
espécies. A apresentacao clinica de hipovitaminose A depende da quantidade de
vitamina A presente na dieta e das reservas hepaticas da ave. A deficiéncia dessa
vitamina resulta em retardo no crescimento, sonoléncia, debilidade nas patas,
diminuicdo da resisténcia as doencas, e incoordenacao muscular. Paralelamente,
ocorrem distarbio no aparelho respiratério, acompanhado de lacrimejamento
excessivo e acumulo de exsudato purulento nos olhos (Faria e Junqueira, 2000;
Macari et al., 2002).

Vitamina D

A vitamina D pertence a um grupo de compostos quimicos lipossoluveis que
possuem a propriedade de prevenir ou curar a osteopenia. De todos esses
compostos, somente um, o colecalciferol (vitamina D3) possui efeito curativo em
aves. O colecalciferol é produzido na pele por irradiacdo do 7-desidrocolesterol,
por acao dos raios ultravioleta do sol, ou pode ser adicionado na dieta na forma
sintética (Macari et al, 2002).

Outro composto denominado de ergocalciferol (vitamina Dy) é produzido por
irradicdo do ergosterol e possui propriedades muito limitadas como fator anti-
osteopenia para aves. A vitamina D na forma Dz se encontra em elevadas
concentragcoes em O6leos de peixe e, em especial, no figado. Na maioria dos
ingredientes, a vitamina D aparece em concentracées relativamente baixas
(Macari et al, 2002). As estruturas das vitaminas D, e D3 e suas pro-vitaminas
podem ser observadas na Figura 2.
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Figura 2 — Estruturas da vitamina D e suas pro-vitaminas.

Vitamina D para nutricao de aves

A vitamina D atua basicamente em trés locais: no intestino, nos 0ssos e nos
rins. A vitamina D atua no intestinal e, no duodeno participa da sintese da proteina
transportadora de calcio. A mesma proteina também foi encontrada nos rins. Além
dessa proteina, a fosfatase alcalina e a adenosina trifosfato célcica também
respondem ao estimulo da vitamina D. No tecido 6sseo, a mobilizagdo do calcio
do osso para o fluido extracelular ocorre a partir de uma agéo conjunta da 1,25-
(OH)2D3 e do horménio da paratire6ide. Além disso, a vitamina D participa da
biossintese do colageno (Macari et al, 2002).

Observacbes com varios animais indicam que infecgdes respiratorias sao
mais comuns em animais deficientes em vitamina D, ocorrendo suspensao
imunolégica e da resposta inflamatéria. Além disso, a ativagdo de macréfagos,
producdo de citocinas e numero de células pluripotentes sao afetados
adversamente em mamiferos deficientes em vitamina D (Macari et al., 2002).



A deficiéncia de vitamina D em aves manifesta-se principalmente com
sinais de debilidade, andar sobre os tarsos e em seguida ocorre a prostragdo, com
sinais clinicos idénticos aos causados pela deficiéncia de calcio ou de fdésforo.
Esse quadro é caracteristico de raquitismo (Faria e Junqueira, 2000).

Vitamina E

Emerson et al. (1937) descreveram a existéncia de varios homdlogos da
vitamina E, que na natureza ocorriam em oito diferentes formas (a-, B-, y- € 6-
tocoferol e a-, B-, y- e d-tocotrienol), e variavam em suas atividades biol6gicas. Os
tocoferdis tém sido estudados intensivamente quanto as suas caracteristicas
médicas, bioldgicas e fisico-quimicas (Pika e Sliwiok, 2001); sendo que as
propriedades bioldgicas do a-tocoferol sdo de particular importancia, devido a sua
maior atividade (Hosomi et al., 1997).

O tocoferol possui trés carbonos assimétricos (2°, 4° e 8'), desse modo,
aceitam-se oito esterioisbmeros. A sintese organica pela reagcdo de
trimetilhidroquinona com isofitol resulta em uma mistura equimolar dos oito
isbmeros possiveis, conhecida como all-rac-a-tocoferol. Entretanto, em plantas,
ocorre sintese de enantibmeros especificos e somente as formas RRR das 4
formas possiveis dos tocoferdis estdo presentes em amostras de origem natural,
sem adicao de vitamina E sintética (Ruperéz et al.,, 2001). A forma all-rac-a-
tocoferol é a mais comumente utilizada como suplemento em rag¢des animais
(Scherf et al., 1996).

Segundo Sebrell & Harris (1972) a atividade antioxidante dos tocoferdis e
tocotriendis se deve principalmente a habilidade de doar o hidrogénio fenélico ao
radical livre. In vivo, a relativa atividade antioxidante dos tocois estd na ordem:
a>B>y>0, mas a ordem é inversa quando a poténcia antioxidante € comparada em
gorduras, 6leos e lipoproteinas in vitro (Kamal-Elmin & Appelqvist, 1996). Algumas
caracteristicas fisico-quimicas dos tocoferdis podem ser observadas no Quadro 1.
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Quadro 1 — Estrutura, massa molar (M), coeficiente de particdo segundo Rekker (log P) e atividade

dos tocoferois.

Composto R4 Rz Rs M (g/mol) Log P Ati‘('lz )a de
DL-a-tocoferol -CHs -CHs -CHs 430.71 12.37 100
DL-B-tocoferol -CH3 -H -CHs 416.68 11.86 38.1£9.3
DL-y-tocoferol -H -CH3 -CHs 416.68 11.86 8.910.6
DL-3-tocoferol -H -H -CHs 402.65 11.36 1.6+0.3

Fonte: Pyka e Sliwiok, 2001.

Em mamiferos, a vitamina E € transportada do intestino para os capilares
linfaticos. Ja nas aves, o tocoferol é transportado diretamente para o figado, pela
veia porta. A vitamina E circula pelo sangue ligada a todas as classes de
lipoproteinas, e ndo ha uma proteina transportadora conhecida que seja especifica
para o a-tocoferol (Scherf et al., 1996).

Vitamina E para a sanidade das aves
Fatores relacionados a genética das aves, a freqiéncia de exposicao a
patégenos, a viruléncia dos patdégenos e a eficiéncia dos programas de vacinagao

sao de extrema importancia na incidéncia de doengas infecciosas no plantel.

Entretanto, as caracteristicas da dieta podem modular a susceptibilidade das aves

11



aos desafios infecciosos e, sendo assim, sutis influéncias devido aos niveis de
nutrientes ou tipos de ingredientes podem ter grande importancia (Klasing, 1998).

Os sistemas antioxidantes tém um importante papel no desenvolvimento
embrionario da ave. Ha trés grandes niveis de defesa antioxidante. O primeiro
inclui as enzimas superoxido-dismutase, glutationa peroxidase e catalase. Este
nivel é responsavel pela prevencao da formacao de radicais livres pela remogao
do anion superdxido, o principal radical livre formado durante o metabolismo
celular (Jaeschke, 1995). Este primeiro nivel de defesa antioxidante ndo é
suficientemente efetivo para prevenir completamente a formacgéo de radicais livres
e a peroxidagao lipidica. O segundo nivel de defesa antioxidante, consiste de
vitaminas lipossoluveis (principalmente vitamina E) e vitaminas hidrossolUveis
(principalmente &cido ascérbico). O terceiro nivel de defesa antioxidante consiste
na producao de enzimas especificas para o reparo de danos e reconstrugao de
membranas. No embrido, a vitamina E e os carotendides sdo acumulados no
figado durante a embriogénese, atingindo um nivel maximo para a eclosao. Este
acumulo € considerado um mecanismo adaptativo para prevenir a peroxidagao
lipidica durante as condi¢des de estresse da eclosao (Surai e Sparks, 2001).

Observagdes prévias indicam que a dieta da méae e, subseqientemente, a
composicao da gema sao responsaveis por um papel crucial no desenvolvimento
e eficiéncia dos sistemas antioxidantes do embrido. A suplementagédo da dieta da
mae com vitamina E, carotendides ou selénio, aumenta significativamente a
atividade de sistemas antioxidantes do embrido, reduzindo a susceptibilidade a
peroxidacgao lipidica dos tecidos (Surai e Sparks, 2001).

Os niveis de estoque da maioria das vitaminas e tragos minerais na
incubagao estdo altamente correlacionados aos niveis da dieta das matrizes.
Estoques suficientes reduzem os danos aos pintinhos, ocasionados por uma
possivel deficiéncia na dieta, durante os primeiros dias de vida apds a eclosao,
quando o sistema imunoldégico e os intestinos estdo se desenvolvendo. As
vitaminas A, E e D tém fungdes regulatérias nas células do sistema imunoldgico.

Em pintinhos, a vitamina E reduz a liberacdo de prostaglandinas e modula a
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liberacao de citocinas dos leucécitos estimulados (Romack et al., 1993). Portanto,
pode-se considerar a dieta da matriz tdo importante quanto a dieta do pintinho.

A defesa local antioxidante é facilitada pela presenca de quantidade
adequada de vitamina E nas membranas celulares e por altos niveis de vitamina C
no citosol. A deficiéncia de vitamina E ou selénio resulta na peroxidacao de lipidios
nas membranas celulares e aumento dos sinais de danos funcionais na resposta
inflamatéria induzida por lipopolissacarideo de Salmonella minesota (Sword et al.,
1991).

Uma das mais importantes enfermidades das aves, particularmente frangos
de corte, € a coccidiose. Assim, os efeitos dessa doenga sobre o desempenho
produtivo de frangos de corte podem ser intensificados quando se utilizam ragdes
deficientes em vitamina E. Um exemplo é citado por Conalgo et al. (1984), que
inocularam oocistos de Eimeria tenella em frangos de corte com 25 e 32 dias de
idade alimentados com racdo com e sem adi¢cédo de 100 Ul/vitamina E/kg de racéo.
Os autores mostraram que a suplementacdo de vitamina E proporcionou
respostas positivas no ganho de peso e redugéo de mortalidade das aves.

A deficiéncia de vitamina E em aves resulta em pelo menos trés condi¢des
patoldgicas: didtese exudativa com sinais de edema subcutaneo, encefalomalacea
e, quando a deficiéncia de vitamina E € acompanhada também por deficiéncia de
metionina e cistina, as aves se apresentam com sérios problemas de distrofia
muscular, principalmente no musculo do peito. A adicao de selénio € efetiva para
prevenir a distrofia muscular, porém isso s6 ocorre quando a ragdao contém certa
quantidade, mesmo que insuficiente de vitamina E. A exigéncia da ave por selénio
€ maior quando a ragao contém niveis insuficientes de vitamina E e aminoacidos
sulfurosos (Back, 2002).

Relacao da vitamina E com a producao e a eclodibilidade dos ovos
O estresse calorico crbnico € conhecido por causar efeitos adversos em

aves de postura como, reducado na ingestao de alimentos (Miller e Sunde, 1975),
reducdo no numero e peso dos ovos produzidos (Smith, 1974) e redugdo da
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espessura da casca (Ahvar et al., 1981; Bollengier-Lee et al., 1999). Diversos
trabalhos mostraram tentativas de se reduzir as consequéncias do estresse
caldrico através de modificacdes na nutricdo (Leeson, 1986). Uma deficiéncia
prolongada de Vitamina E pode resultar em esterilidade permanente. A
eclodibilidade dos ovos oriundos de galinhas que receberam ragbes deficientes
em vitamina E é reduzida, com mortalidade embrionaria alta apds quatro dias de
incubacéo (Faria e Junqueira, 2000).

Bollengier-Lee et al. (1998; 1999) e Mcintosh et al. (1993), demonstraram
que a suplementagdo com a-tocoferol pode aliviar os efeitos do estresse caldrico
cronico em aves de postura. A suplementacdo com vitamina E aumentou a
producao de ovos em aves estressadas por um periodo de quatro semanas, além
de fazer com que retornassem a producdo normal mais rapidamente apds o
estresse. A suplementacdo com 250 mg/Kg de racdo se mostrou suficiente para a
obtencdo desses resultados, e também para reduzir a queda na concentragdo de
vitamina E do plasma e figado durante o estresse. A protecdo do figado mediada
pela vitamina E pode melhorar a produgdo e/ou exportacdo de precursores da
gema do ovo, e assim aumentar a producao de ovos durante o estresse calérico.

A concentracdo de tocoferdis na gema do ovo depende do quanto é
fornecido desta vitamina na dieta. Altos niveis de vitamina E nas dietas resultam

em concentragdes substanciais na gema do ovo (Surai e Sparks, 2001).

Relacao entre vitamina E e qualidade da carne

A oxidagdo de lipidios € um determinante importante para a vida de
prateleira de carnes e produtos carneos. As mudancas bioquimicas apds o abate,
envolvidas na conversao do musculo em carne, sdo acompanhadas pela perda
celular das defesas antioxidantes e um aumento na propensao dos lipidios das
carnes a sofrerem oxidagdo (Morrissey et al., 1994; O'Neill et al., 1998). Isto
contribui para mudancgas indesejaveis em diversos parametros de qualidade,
incluindo a perda da capacidade de reter agua, textura e sabor. Em carnes
processadas, a oxidagdo €é ainda mais acelerada pelo rompimento das
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membranas dos musculos, o que facilita muito a interagdo dos lipidios com pré-
oxidantes (O’Neill et al., 1998).

O o-tocoferol € depositado nas membranas subcelulares em posi¢des
adjacentes as cadeias de fosfolipidios, e € um eficiente sequestrador de radicais
livres (Buettner, 1993). A adicdo de a-tocoferol as dietas animais € um meio
efetivo de melhorar a estabilidade das carnes quanto a oxidagdo, além de
melhorar o sabor (Sheldon et al., 1997; O’Neill et al., 1998).

Vitamina K

Vitamina K é o nome utilizado para um grupo de moléculas que possuem a
estrutura 2-metil-1,4-nafitoquinona, mas com diferencas na cadeia de carbonos
ligada a posicao 3 da nafitoquinona. O numero de atomos de carbono desta
cadeia é utilizado para caracterizar as diferentes moléculas (De Leenheer, 2000).

A vitamina K extraida dos vegetais € denominada filoquinona ou vitamina
Ki. Quando sua sintese se da através da fermentagdo microbiana, sua
denominacao € menaquinona ou vitamina K. A forma mais comum da vitamina K
€ a menadiona (Ks3), obtida sinteticamente (Faria e Junqueira, 2000). As trés
formas da vitamina K podem ser observadas na Figura 3.

A vitamina K; é lentamente destruida pelo oxigénio atmosférico, mas
rapidamente destruida pela luz. Ao contrario da vitamina K obtida de produtos
naturais, a menadiona € sintética e hidrossoluvel. Devido a esta caracteristica
hidrossoluvel, a menadiona € absorvida mesmo em baixos niveis de gordura
(Macari et al., 2002).
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Figura 3 — Estruturas quimicas da vitamina K: a) Filoquinona (Vitamina K;); b) Menaquinona

(Vitamina Ky); ¢) Menadiona (Vitamina Ks).

Vitamina K para nutricao de aves

Esta vitamina é denominada de vitamina anti-hemorragica porque sua
principal funcdo é participar da sintese de pré-trombina. A vitamina K é
indispensavel para a formagao de pelo menos 6 proteinas plasmaticas, quatro
delas envolvidas no processo de coagulagdo sanguinea. O sinal clinico mais
evidente na deficiéncia de vitamina K é o aumento do tempo de coagulagao
sanglinea, seguido da diminuicdo dos niveis sanglineos de pré-trombina e
hemorragia. As lesbes hemorragicas tém importancia econémica, pois as carcagas
podem ser total ou parcialmente condenadas no abatedouro (Macari et al., 2002).
Nas formas mais severas de deficiéncia, as hemorragias do tecido subcutaneo e
das mucosas sao seguidas de morte da ave (Faria e Junqueira, 2000).
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Niveis de suplementacao de vitaminas recomendados para aves

Os niveis recomendados de vitamina A sdo, na sua maioria, entre 1500
UI/Kg a 28000 Ul/Kg da dieta. A influéncia dos niveis de vitamina A na dieta sobre
a performance das aves tem sido pesquisada, e diferentes resultados tém sido
obtidos. Aburto e Britton (1998) relataram que o peso corporal das aves reduziu
quando a dieta foi suplementada com 80000 UI/Kg. Zhang et al., (2000)
demonstraram que o ganho de peso reduziu significativamente quando a dieta foi
suplementada com 8800 Ul/Kg em contraste a 2700 Ul/Kg na dieta controle.
Abawi e Sullivan (1989) demonstraram que a eficiéncia de dietas para frangos foi
afetada significativamente pela suplementacdo com vitamina A nos niveis 1000,
10000 e 100000 UI/Kg. A melhor eficiéncia foi obtida com a suplementacao de
1000 UI/Kg. Song e Lin (2004) relataram que a performance das aves foi melhor
quando utilizada uma suplementacao de 12000 UI/Kg de ragéao.

Quanto a vitamina D3, seu fornecimento em quantidade 100 vezes maior
que a recomendagdo provoca retardo no crescimento, ericamento das penas e
politria. Caso a vitamina seja oferecida em niveis 1000 vezes mais elevados do
que o recomendado havera um retardamento marcado no crescimento,
ericamento de penas, poliuria, desidratacdo, incoordenagcdo de movimentos e
debilidade nas patas. Pode ocorrer mortalidade elevada caso a intoxicacdo
perdure por varias semanas (Macari et al., 2002).

O National Research Council (1994) recomenda 200 Ul de vitamina D3 por
Kg de ragao para frangos que tenham até 21 dias de idade. Entretanto, estudos
conduzidos em ambientes sem luz UV, indicaram que os requerimentos de
vitamina D3 para aves jovens sao superiores aos recomendados pelo NRC (Kasim
e Edwards, 2000). Fritts e Waldroup (2003) observaram uma reducdo na
incidéncia e severidade de discondroplasia tibial quando as aves receberam
suplementacao de 4000 Ul Ds/Kg de racao. Mais recentemente, McCormack et al.
(2004) relataram que 10000 Ul Ds/Kg de ragao previne quase que completamente
a discondroplasia tibial.
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A suplementagdo com vitamina E recomendada para aves varia de 14
Ul/Kg de ragédo a 35 Ul/Kg de ragao, de acordo com as Tabelas Brasileiras para
Aves e Suinos (Rostagno et al., 2005). Entretanto, esses niveis podem ser
aumentados em situacdes de estresse das aves ou quando se deseja melhorar a
qualidade da carne, como citado anteriormente.

A vitamina K, em sua forma natural, é praticamente atdéxica, mesmo quando
oferecida em niveis elevados. Entretanto, o contrario ocorre com a forma sintética,
que pode provocar alta mortalidade de pintos (Macari et al.,2002).

No Quadro 2 pode-se observar os niveis de vitaminas lipossoluveis
recomendados pelas Tabelas Brasileiras para Aves e Suinos para frangos de
corte e aves de reposicao.

Quadro 2 — Niveis de suplementagao de vitaminas lipossolUveis para ragdes de aves (quantidade
por kg de ragao).

Fase de desenvolvimento das aves
Vitamina Inicial Crescimento Retirada
A (Ul) 10000 8000 4000
D, (Ul) 2000 1600 800
E (UI) 35 28 14
Ks (mg) 1,7 1,4 0,7

Fonte: Rostagno et al., 2005.

METODOS DE EXTRACAO DE VITAMINAS LIPOSSOLUVEIS

A determinagao de vitaminas lipossoluveis em alimentos e farmacos, que
normalmente sdo amostras sélidas ou semi-sélidas, envolve uma extragcao prévia
normalmente com solventes organicos. As vitaminas D e E sado extraidas
individualmente com diversos solventes como: diclorometano, dietil-éter, e hexano,
ou misturas destes. A vitamina E também tem sido extraida de alimentos com
etanol ou hexano, utilizando o método de Soxhlet, que é recomendado como
método oficial. Misturas de 2-propanol e hexano tem sido utilizada para a extragao

de vitamina K de varias matrizes. A vitamina A tem sido extraida com a utilizacdo
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de hexano, dietil-éter e CHClz-acetona, entre outros (Luque-Garcia e Castro,
2001).

A extracao simultanea de vitaminas de alimentos é muito comum. Li et al.
(1996) utilizaram um método de extracdo combinado, para a extracdo seqlencial
das vitaminas lipossoluveis A, a-E, D3 e Kz de alimentos. Qian e Sheng (1998)
desenvolveram um método para a extragdo de vitaminas lipossolUveis em racoes,
sem a utilizagdo da saponificacdo, onde foram avaliados diferentes solventes,
tamanho de particula da amostra, prote¢do das vitaminas e tempo de contato com
os solventes. Foram obtidos resultados consistentes em comparagdo aos
resultados obtidos com o método da AOAC.

A vitamina E extraida da amostra, em muitos casos, precisa ser
concentrada. Entretanto, se condicdes adequadas nao forem utilizadas para
liberar as vitaminas da matriz, a recuperagao pode ficar prejudicada. As amostras
podem ser tratadas com solventes organicos, para que se possam romper
estruturas com as quais a vitamina E possa estar associada (membranas,
lipoproteinas ou goticulas de gorduras), para eliminar a interferéncia de moléculas
grandes como as proteinas ou carboidratos, que sao insoluveis em fases
organicas, e para fornecer um meio no qual a vitamina E esteja livre e em solucéo.
Como solvente orgéanico, quase sempre se utiliza o etanol, mas o metanol também
pode ser utilizado. O dodecil sulfato de sddio pode ser utilizado como modificador
previamente a extracdo. O tratamento da amostra para a analise de vitamina E
freqUentemente inclui a saponificagdo de toda a matriz, ou da fragdo lipidica
isoladamente. Os solventes mais utilizados para a extragcdo de vitamina E s&o:
cloroférmio-metanol (2:1), acetona, dietil-éter, e para a extracdo por Soxhlet pode
ser utilizada uma grande variedade de solventes. O hexano, adicionado ou nédo de
pequenas quantidades de solventes mais polares, como etanol, acetato de etila,
ou éter diisopropilico (quantidade inferior a 5%), é o solvente mais utilizado para a
extracao (Ruperéz et al., 2001; Ruperéz et al., 1998).

Silva (2003) avaliou diferentes procedimentos para a extracao de tocoferois
de macadamia. A extracao de lipideos foi avaliada pelo método de Soxhlet, Bligh-

Dyer, e extragdo com solventes organicos, com e sem desintegracao,
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saponificacdo a quente em amostra enriquecida. Para a extragdo de lipideos,
notou-se maior eficiéncia na utilizacdo de acetona com desintegracdo. O método
Bligh-Dyer também se mostrou eficiente, entretanto houve grande formagéo de
emulsdo. Para a extracao dos tocoferois, se notou maior eficiéncia na utilizacao de
acetona (50mL + 2 x 30 mL), com duracao de 1 minuto cada extracao.

Alguns trabalhos utilizam a hidrélise enzimatica para a extracdo de
vitaminas lipossoluveis. O uso de algumas lipases especificas € uma alternativa
atraente para a extracdo das formas esterificadas das vitaminas A e E, embora
dificilmente se estabeleca a exaustao na hidrélise causada, principalmente, pelas
diferencas de fonte enzimatica e sua bioatividade (Paixao e Stamford, 2004).

Uma outra opgao para a extracdo de vitaminas lipossollveis de matrizes
complexas é o uso de fluidos supercriticos. O uso desta técnica demonstrou ser
uma alternativa interessante na substituicao dos solventes organicos. As principais
vantagens na utilizacdo dos fluidos supercriticos em vez dos solventes organicos
convencionais sao: a reducao no consumo de solventes organicos, a auséncia de
oxigénio durante a extracao e a reducao na temperatura de extracao (Turner et al.,
2001).

METODOS DE ANALISE DE VITAMINAS LIPOSSOLUVEIS

Desde o surgimento da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), a
maioria dos pesquisadores tem utilizado esta técnica para a analise dos mais
diversos compostos. A CLAE tem substituido a Cromatografia Gasosa (CG)
devido a facilidade no preparo da amostra e a temperatura utilizada na coluna, que
€ menos severa em relacdao a temperatura utilizada na CG, prevenindo, desse
modo, a degradacao das substancias analisadas (Abidi, 2000; Silva, 2003).
Também sao vantagens da CLAE sua grande flexibilidade e aplicabilidade a
diferentes matrizes, como produtos farmacéuticos, alimentos, fluidos e tecidos
biolégicos e tabletes multi-vitaminicos (De Leenheer et al., 1992, Silva, 2003).

As colunas utilizadas em CLAE apresentam caracteristicas polar (fase

normal), ou apolar (fase reversa). As colunas de fase normal sdo, freqientemente,
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de silica, ou silica modificada com grupos polares como CN ou NH,. Utiliza-se
muito 0 hexano com pequenas quantidades de 2-propanol ou cloroférmio como
fase mével. As colunas de fase reversa sao, normalmente, ODS (C1s) ou Csg, e,
mais recentemente, C3. A cromatografia de fase reversa é preferida por sua maior
estabilidade e robustez em relagcdo a de fase normal. As colunas de fase normal
sdo muito sensiveis a pequenas mudancas na fase mével e necessitam de um
longo periodo de estabilizagdo antes de sua utilizagdo. Entretanto, sua utilizacao é
interessante para amostras que contém grande quantidade de lipideos
(Gundersen e Blomhoff, 2001).

A CLAE é muito utilizada para a analise de all-trans-retinol. Colunas Cys
com fases moveis de metanol:dgua ou acetonitrila:agua sdo muito eficientes para
a analise de retindides extraidos de amostras bioldgicas (De Leenher, 1979; De
Leenher, 2000).

Os retindides nas formas de ésteres, com longas cadeias de &cidos graxos
sdo as principais formas de estoque da vitamina A, especialmente no figado e
outros tecidos. A cromatografia de fase-reversa €, geralmente, eficiente na
separacdo desses homoélogos, que diferem pelo seu comprimento de cadeia. O
oleato de retinila e o0 palmitato de retinila sdo os compostos que apresentam maior
dificuldade na separacdo. Em geral, fases mdveis contendo metanol como
principal solvente (com ou sem modificadores como tetraidrofurano ou tolueno),
separam bem retinil laureato, miristato, palmitato, e estereato, mas nao o retinil
oleato do palmito (Dawson e Hobbs, 1994; Frickel, 1984).

Cia et al. (1999) desenvolveu um método para a separacao de isbmeros de
retinol. Para isso utilizou um sistema isocratico, com duas colunas Vydac Cig em
série, com acetato de amonio-acetonitrila (40:60 v/v) como fase moével.

Um método rapido para a determinacao de vitamina A em leite materno foi
desenvolvido por Strobel et al. (2000), utilizando uma coluna Grom-Sil-CN-2PR,
250 x 4,6 mm, com 3 um de diametro de particula, e n-hexano-2-propanol (98:2
v/v) como fase mével.

Colunas Microbore de 250 x 2,1 mm sao ideais para a analise de
microquantidades de metabolitos de vitamina D, com a utilizagdo de UV para a
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deteccdo, mas ndo sado as ideais para a analise de 25-OH-D3 em plasma humano.
Colunas com particulas de 3um sao ideais para a analise de amostras bioldgicas,
desde que tolerem grande quantidade de amostras injetadas (De Leenher, 2000).
lwase (2000a) desenvolveu um método simples, rapido, e de boa
reprodutibilidade, para a analise de vitamina D, em suplementos nutricionais,
utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia, com coluna Intersil ODS-2, 5
um didmetro de particula 15 x 0,46 cm, e fase mdvel composta por metanol e
etanol.

As propriedades quimicas da vitamina K, como sua caracteristica lipofilica e
neutra, permite a utilizacao de diversos sistemas de cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Entretanto, o principal problema na analise de vitamina K € sua baixa
concentracdo em matrizes biol6gicas complexas, e a presenga de um grande
namero de compostos lipidicos (De Leenheer, 2000). lwase (2000b) desenvolveu
um método altamente seletivo para a determinacao de vitamina Ky em amostras
com alto teor de lipideos, com coluna Intersil ODS-2, e metanol e etanol como fase
mével.

Para a vitamina E, uma grande variedade de métodos tem sido descritos. A
cromatografia liquida de alta eficiéncia, com coluna de fase normal ou reversa, e
detectores de fluorescéncia ou UV, tem sido amplamente utilizados.

Em relagdo a coluna cromatografica, a de fase reversa é preferida para a
determinagcdo de vitamina E pela excelente reproducdo do tempo de retencéao,
rapido equilibrio e robustez da coluna, além de permitir melhores ajustes para a
separacao dos interferentes. Na fase reversa, o a-tocoferol é primeiramente
eluido, sendo seguido pelos B- e y- tocoferol, e por ultimo, o &-tocoferol (Ake et al.,
1998; Sobczac et al., 1999; Gimeno et al., 2000; Mendonza et al., 2003). Tem sido
reportada a separacao dos homélogos - e y- tocoferol em coluna de fase reversa
Cso (Schieber et al.,, 2002), pentafluorofenil (PFPS) e octadecil polivinil alcool
(ODPVA) (Abidi e Mounts, 1997; Kamal-Eldin et al., 2000).

Quando a separagao dos compostos B- e y-tocoferol ndo é o objetivo do
trabalho, normalmente as colunas de fase reversa sdo as preferidas. Em alguns
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métodos, temperaturas maiores que a temperatura ambiente tem sido utilizadas
para se obter uma separacgéo satisfatoria dos tocoferéis (Gimeno et al., 2000).

Para a separacao de tocoferéis em colunas de fase reversa, a fase mével
mais empregada € o metanol puro ou misturas de metanol-agua contendo até 10%
de 4gua. Alguns analistas trabalham com misturas de agua-acetonitrila-metanol,
acetato de etila e cloroformio em varias propor¢ées (Gimeno et al., 2000; Gémez-
Coronado et al., 2004; Gliszczynska-Swiglo e Sikorska, 2004).

Em coluna de fase normal, usualmente sédo utilizados na separacédo de
vitameros, eluentes compostos por um alcano como hexano, heptano, iso-octano,
com uma pequena quantidade de modificador polar que pode ser um alcool, um
éter, ou um clorohidrocarbono (Carpenter, 1979; Speek et al., 1985; Coors, 1991;
Yao et al, 1992; EI-Shami e EI-Negoumy, 1993; Shin e Godber, 1993;
Hewavitharana et al., 2004).

As colunas de fase normal apresentam como vantagens, a capacidade de
trabalharem com solventes organicos, permitindo uma alta solubilidade de
lipideos, suportarem alta concentragdo de lipideos, e também a habilidade de
prover ampla faixa de seletividade com o uso de diferentes modificadores polares
na fase movel (Kamal-Eldin et al., 2000; Silva, 2003; Hewavitharana et al., 2004).
Rupérez et al. (2001) compararam colunas de fase normal e de fase reversa para
separacdo de tocoferbis e tocotriendis, e concluiram que as colunas de fase
normal apresentaram melhor separagao dos compostos.

Silva (2003) avaliou a eficiéncia de algumas colunas (Cig e silica) com
diferentes fases mdveis, adequadas para cada uma delas. Todos os sistemas
foram testados com eluigao isocratica, com vazao de 0,5 a 1,5 mL/min. As colunas
C1s nao apresentaram resolucao dos isdbmeros B- e y-tocoferol em nenhuma das
fases moveis testadas; ja as colunas de silica apresentaram um desempenho
melhor com o uso de fase mdvel composta por n-hexano : acetato de etila :
isopropanol (99,0 : 0,8 : 0,2), a vazao de 1,5 mL/min.

Hewavitharana et al. (2004) observaram que as primeiras inje¢cées dos
padroes de tocoferbis no cromatégrafo produziram nenhum pico ou picos
pequenos, desse modo houve um desvio na linearidade da curva de calibragdo. A
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adicao de 0,02mg/L de a-tocoferol a fase moével, e a injecdo e eluicdo de 2
aliquotas de 200p! de 2000mg/L de a-tocoferol eliminou este problema. Suspeitou-
se da ocorréncia de adsorcao irreversivel dos tocoferdis a coluna de silica. Com o
bloqueio desses sitios antes da analise das amostras, foi possivel corrigir as areas
dos picos dos cromatogramas.

Diversos pesquisadores desenvolveram métodos cromatograficos para a
separacgao de diferentes vitaminas lipossoluveis simultaneamente. Em 2002, Wang
e Huang desenvolveram um método de separagdo de vitaminas lipossoluveis
extraidas de soro bovino, utilizando coluna de fase-reversa, e como fase movel,
acetonitrila, diclorometano e metanol, em sistema isocratico. Houve uma eficiente
separacdo das vitaminas: menadiona, retinol, acetato de retinila, menatrenona,
colecalciferol, tocoferol, acetato de tocoferol, filoquinona e retinil palmitato. No
mesmo ano, Mathiasson et al. determinaram as vitaminas A, E e B-caroteno em
alimentos processados, utilizando C1g como fase estaciondria, e, acetato, metanol,
acetonitrila e diclorometano como fase moével. As vitaminas foram separadas em
um sistema isocratico, e o tempo total de andlise variou entre 25 a 30 minutos.

Burri et al. (2003), utilizaram um sistema de gradiente com os solventes
acetonitrila, tetrahidrofurano, metanol e sulfato de aménio, e coluna Prodigy, Cis,
250 x 4,6 mm, ODS 3, com 5um de didmetro de particula, para a separagéao de
retinol, a-tocoferol, B-caroteno, licopeno, luteina e criptoxantina.

Mendonza et al.(2003), utilizou coluna ODS 2, C+g, 250 x 4,6 mm, com 5 um
de didmetro de particula, e metanol como fase movel, para avaliar dois métodos
distintos de extracdo de vitaminas A e E em alimentos destinados a criangas. Qian
e Sheng (1998) utilizaram a mesma fase mével (metanol), e coluna Novapak Cys,
150 x 3,9 mm, para separacao das vitaminas A, D, E e pré-vitamina D,, extraidas

de racéo animal.
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RESUMO

Atualmente, é de amplo conhecimento a importancia de se avaliar os alimentos
utilizados na avicultura, para que se possa utiliza-los adequadamente, de acordo
com a genética, idade das aves, estado sanitario do plantel, e principalmente, para
assegurar que este alimento seja de boa qualidade, ndo colocando a produgédo em
risco. Neste trabalho foram avaliados os niveis de umidade, cinzas, lipideos,
proteina bruta e fibra bruta de 31 amostras de ragdes para frangos de corte,
destinadas a diversas fases de crescimento. Todas as amostras apresentaram
niveis de umidade proximos de 10%, sendo que os valores minimo e maximo
encontrados foram 9,7% e 11,5%, respectivamente. Os valores obtidos para
porcentagens de cinzas variaram em fung¢do da idade das aves para as quais a
racao € destinada. Também foram observadas diferencas nos resultados obtidos
em ragcoes da mesma marca e mesma fase em lotes diferentes. Os niveis de
proteina bruta encontrados variaram de 12,49/100g a 25,8g/100g. As amostras de
ragdes para crescimento da marca D, lotes 1, 2 e 3, apresentaram resultados para
proteina bruta abaixo dos niveis recomendados pela literatura. O lote 3, para fase
inicial, marca D também apresentou teor de proteina bruta muito abaixo do
recomendado. Os resultados obtidos para as 31 amostras, avaliadas quanto ao
teor de lipideos, variaram bastante, sendo que os valores minimo € maximo
encontrados foram, respectivamente, 1,049/100g e 11,31g/100g. Foram
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observadas diferencas entre amostras de mesma marca, mesma fase, mas de
lotes diferentes. Os valores minimo e maximo obtidos para teor de fibras foram,
respectivamente, 2,869/100g e 7,569/100g. Também foram observadas variacoes
do teor de fibras em amostras da mesma fase, mas de lotes diferentes. Em todas
as marcas foram observadas variacées nos niveis de nutrientes, de acordo com a

fase para a qual as ragcdes eram destinadas.

ABSTRACT

Nowadays, it's known the importance of to evaluate feed used in the poultry
production, to adequate them to the age, sanitary conditions of the flock, genetic,
and to guarantee the feed quality and the security of the production. This
experiment verifies the levels of humidity, mineral, fat, crude protein, and fibers of
31 samples of feed to poultry production of average ages. Every samples
presented levels of humidity near 10%, and the values minimum and maximum
were 9.7% and 11.5%, respectively. The obtained values to the mineral averaged
with the ages which the feed were destined. It was observed differences of the
results of feeds made by the same maker, and destined to the same age, but from
different batches. The crude protein levels average of 12.49/100g to 25.89/100g.
The levels to growing age feeds, from D maker, batches 1, 2 e 3, presented crude
protein results under the recommended levels. The batch 3, of initial phase feed,
from maker D, also presented crude protein level lower then the recommended.
The lipids level evaluation in 31 samples had a high variability, and the minimum
and maximum values observed were 1.04g/100g and 11.31g/100g, respectively.
Fibers values variability’s were observed in samples of the same maker and same
phase, but in different batches The minimum and maximum values observed for
fibers were respectively 2.869/100g and 7.56g/100g. In all makers, nutrient levels
variability was find according to the phase the food were destined to.
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INTRODUCAO

Atualmente, € de amplo conhecimento, a importdncia da alimentagcao
correta das aves para seu desenvolvimento, produtividade, qualidade de carne e
ovos, resisténcia do plantel a patégenos, além da maior eficiéncia dos programas
de vacinacgao.

O custo dessa alimentacdo constitui cerca de 65% dos custos totais de
producdo do frango abatido. Sendo assim, o0 manejo da composi¢cao nutricional
dos alimentos e a utilizagdo de alimentos alternativos faz-se necessario para
garantir maiores beneficios para a producao (Oviedo, 2005).

O conteudo nutricional das dietas determina a taxa de crescimento e as
caracteristicas das carcacas dos frangos. Consequentemente, 0s niveis 6timos de
nutrientes das dietas devem ser determinados de acordo com as metas de
producdo da empresa. Essas metas sdo atingidas através de programas
nutricionais, baseados inicialmente nas recomendacées das empresas
fornecedoras de genética, com posteriores ajustes de acordo com dados de
pesquisa académica, ou resultados prévios das proprias empresas integradoras
(Oviedo, 2005; Nascimento et al., 2004).

Os nutrientes fornecidos e consumidos em cada fase alimentar tém
influéncias diretas nas exigéncias nutricionais das fases seguintes, no resultado
final de desempenho, e nas caracteristicas das carcacas (Eits et al., 2003; Wijjtten
et al., 2004; Clemente-Hernandez et al., 2005). Quanto mais curto o periodo de
fornecimento de cada dieta, mais proximo se pode estar das exigéncias das aves.
Dessa forma é possivel melhorar o desempenho, maximizar a producao de carne
magra e diminuir o desperdicio de nutrientes nos dejetos (Pope e Emmert, 2001;
Pope et al., 2004).

O valor nutritivo do alimento esta diretamente relacionado com sua
composi¢cao quimica e energética, importantes no balanceamento das ragdes. O
desempenho das aves sofre acdo direta do nivel energético das dietas, pois a

energia presente na dieta € um dos fatores limitantes do consumo, sendo
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utilizadas nos diferentes processos que envolvem desde a mantenca até o
maéaximo potencial produtivo (D’Agostini et al., 2004).

As dietas sdo normalmente formuladas para atenderem um desempenho
pré-estabelecido, usando principios de minimo custo. Dentro desse aspecto, no
que tange as proteinas, isso significa que uma dieta ideal deveria satisfazer
exatamente as exigéncias de aminoacidos das espécies. Na pratica, esse objetivo
ndao é alcangcado, em parte pela variacdo intrinseca nas necessidades dos
animais, e, em parte, pela composicdo e disponibilidade desses nutrientes nas
matérias primas utilizadas na formulagdo das dietas. Atualmente, esse
inconveniente tem sido amenizado, uma vez que os quatro aminoacidos mais
importantes para aves (metionina, lisina , triptofano e treonina) ja se encontram
industrialmente disponiveis para a adicao em ragdes (Rutz, 2002).

A proteina é um dos mais importantes nutrientes na alimentacao de frangos
de corte, considerando que a produgéao industrial visa principalmente uma eficiente
conversao de proteina da ragdo em proteina muscular (Costa et al., 2001a). O
atendimento das exigéncias protéicas para aves estd associado ao custo da
alimentacao, uma vez que a proteina € o segundo nutriente mais caro da racao, e
representa de 40 a 45% do custo total da ragdo. Por isso, a redugao protéica tem
sido vista como uma das vias de possivel melhoria dos custos de produgéao, € o
nivel protéico da racao passou a ser definido como o nivel 6timo para responder
as necessidades da ave em aminoacidos, considerando o custo dos ingredientes
usados na formulacao, e o valor das carnes produzidas (Sabino et al., 2004).

Sabino et al. (2004) observaram que o rendimento de carcacga,
independentemente do sexo, € influenciado linearmente pelo nivel de proteina
bruta na dieta, mostrando que o aumento no teor de proteina bruta aumentou o
rendimento de carcaca. Salmon et al. (1983) e Cahaner et al. (1997) observaram
que o rendimento de carcaca total aumentou com o nivel de proteina bruta na
dieta final.

Sabino et al. (2004) recomendam para frangos de corte 21,7 e 19,0% de
proteina bruta para a fase de crescimento para machos e fémeas,

respectivamente. Niveis de proteina abaixo desses valores diminuem o
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desempenho, mesmo com a suplementacdo dos aminoacidos essenciais
metionina, lisina, treonina e triptofano na ragao.

Segundo Costa et al. (2001b), para frangos de corte da linhagem Ross,
pode-se estimar uma exigéncia de 19,5 e 18,5% de proteina, respectivamente
para machos e fémeas, para a fase de 22 a 42 dias de idade. Para a fase inicial, 1
a 21 dias de idade, a exigéncia de proteina bruta é de 22,4% a 22,5%. A reducao
severa no nivel de proteinas na dieta, mesmo sendo estas suplementadas com
aminoacidos, nao reconstitui o balanco de aminoacidos das mesmas, levando ao
catabolismo de aminoéacidos e conseqliente deposicao de gordura na carcaca.

Quanto aos carboidratos, sua funcdo nos animais é servir de fonte de
energia nos processos metabdlicos. Junto com a gordura, os carboidratos sao as
maiores fontes de energia para os animais. Entretanto, a importancia dos
carboidratos como fonte de energia € muito maior, pois quantitativamente a sua
presenca é maior nos graos e, portanto, nas dietas. Graos de cereais como milho,
sorgo e trigo sao os alimentos que contribuem com a maior parte dos carboidratos
nas dietas para aves. Ainda que os carboidratos sejam 0s maiores componentes
das dietas dos animais domésticos, nao existe exigéncia nutricional especifica de
carboidratos. Isso se explica pelo fato de que a fonte de energia mais importante
ao nivel celular para os animais é a glicose, sendo entdo possivel obté-la de varios
tipos diferentes de carboidratos e outros nutrientes (Vieira, 2002).

O requerimento de lipideos nas dietas de galinhas, frangos de corte e
outras espécies superiores, esta relacionado com pequenas quantidades de
acidos graxos que nado podem ser sintetizados pelo organismo, os chamados
acidos graxos essenciais. No entanto, a digestdo e a absorcao de lipideos estao
na dependéncia do habito alimentar das aves. A adicao de gorduras nas dietas
das aves é um procedimento que vem sendo adotado para melhorar o
desempenho, em especial do frango de corte. A reserva energética associada aos
depoésitos de gordura no organismo, nao esta também, necessariamente
relacionada a ingestdo de lipideos. Nesse sentido, carboidratos e mesmo
aminoacidos, podem servir como fonte de material para lipogénese (sintese de
lipideo no organismo da ave) (Furlan e Macari, 2002).
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Crespo e Esteve-Garcia (2001) demonstraram melhor eficiéncia alimentar
em aves com 21 a 49 dias de idade, alimentadas com dietas contendo 10% de
lipideos, em relagdo a aves da mesma idade alimentadas com rag¢des contendo
6% de lipideos. Ja em relagdo a deposicao de gordura em carcacga, esta varia em
funcdo ndo s6 da quantidade, mas também do tipo de gordura utilizada na ragéao.
Racdes ricas em &acidos-graxos polinssaturados produziram menor deposi¢ao de
gordura abdominal.

Quanto aos minerais, tem-se buscado, constantemente, a quantidade e a
forma ideal de sua suplementacdo na dieta, uma vez que a deficiéncia mineral
pode causar grandes prejuizos para o0 organismo animal. De maneira geral,
minerais sdo adicionados a dieta na sua forma inorganica, entretanto, atualmente
tém-se utilizado minerais complexados na suplementacdo, buscando-se uma
maior biodisponibilidade desses nutrientes (Maiorka e Macari, 2002).

Segundo Underwood (1981), os minerais exercem trés tipos de fungdes:
sdo componentes estruturais de 6rgaos e tecidos, sao constituintes dos fluidos
corporais e dos tecidos envolvidos com a manutencdo da pressao osmobtica,
balango &acido-basico, permeabilidade das membranas e irritabilidade dos tecidos,
e sdo também catalisadores dos sistemas enzimaticos e hormonal, no papel de
componentes integrais ou especificos da estrutura das membranas.

Em relagdo a celulose, sua presenca reduz o tempo de passagem do
alimento através do trato digestivo, o que melhora a absor¢cao dos nutrientes no
intestino. A celulose também melhora a composicao das fezes tornando-as mais
sélidas (Patrik e Schaible, 1981).

Para se conhecer melhor as amostras de ra¢des para frangos, utilizadas
neste estudo, foram determinados seus niveis de proteina bruta, lipideos, cinzas,
umidade e fibra bruta. Assim, foi possivel comparar os resultados obtidos com os
niveis recomendados para cada idade do plantel.
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MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 31 amostras de ra¢des para frangos de corte, de quatro
marcas diferentes, compostas por trés lotes de cada fase. As analises foram
realizadas em ftriplicata, exceto para a determinacdo de fibra bruta, em que foi
realizada apenas uma analise por amostra, devido a necessidade de se realizar
essa analise em outro laboratorio. O fabricante da marca B forneceu apenas um
lote devido a posterior paralisagao da fabrica para reformas.

Aceitam-se que as racgdes para a fase inicial destinam-se a frangos de corte
com 1 a 14 dias de idade, as racOes para a fase crescimento destinam-se a aves
com 15 a 29 dias, e as racdes classificadas como para a fase final, destinam-se as
aves de 30 dias, até o abate. Entretanto, muitas empresas trabalham com mais ou
menos fases, de acordo com suas necessidades (Benicio, 2001).

As andlises de determinacao de proteinas, lipideos, cinzas e umidade foram
realizadas no Laboratério de Analise de Alimentos da Faculdade de Engenharia de
Alimentos da Unicamp. A analise de fibra bruta foi realizada no lapar - Instituto
Agrondmico do Parana.

Previamente as analises, todas as amostras foram moidas para que as
particulas néo ultrapassassem 1mm de didametro. Em seguida foram embaladas
em pequenas por¢des e armazenadas a -10C.

Para a comparagédo dos resultados obtidos para cada lote foi realizado o
teste de Tukey. Esse teste ndo foi realizado para a marca B, pois o fabricante

forneceu apenas 1 lote de cada fase.

Determinacao do teor de umidade

Para a determinacdo de umidade foi utilizado o método de Rostagno et al.
(2005). Para isso, foram pesados 2g da amostra em cadinhos de aluminio,
mantidos em estufa a 105C por 6 horas e, ap6s esfriarem em dessecadores,
foram realizadas as pesagens para os calculos. Previamente ao inicio desta

andlise foi verificado se o tempo e temperatura eram eficientes para as amostras
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estudadas, através de pesagens consecutivas das amostras, até a verificacao de

resultados constantes.

Determinacao do teor de cinzas

Para a determinacao da matéria mineral, 2g da amostra foram pesados em
cadinhos de porcelana e em seguida foram incinerados em mufla a 600°C, durante
8 horas. Apés a incineracao foram resfriados em dessecador para que as
pesagens fossem realizadas.

Determinacao do teor de lipideos

Para a determinacao de lipideos foi utilizado o método Bligh & Dyer (1959),
que se baseia na extracdo da gordura a frio com uma mistura de trés solventes:
cloroférmio, metanol e agua.

Em tubos de ensaio com tampa, 3g da amostra foram misturados a 20 mL
de metanol, 10 mL de cloroférmio e 8 mL de agua destilada, formando uma sé
fase com a amostra. Os tubos contendo a mistura foram deixados em ultra-som
por 30 minutos, em seguida foram adicionados 10 mL de cloroformio e 10 mL de
solugédo de sulfato de sédio 1,5%. Os tubos foram agitados manualmente por mais
2 minutos e em seguida deixados em repouso para a separacao duas fases. A
fase superior (aquosa) foi sugada utilizando-se sistema de vacuo ligado a um
Kitassato para recolher o residuo. Adicionou-se 1g de sulfato de sodio ao tubo e
este foi submetido a agitacado manual, e em seguida a mistura foi filtrada em papel
de filtro utilizando-se mais 1g de sulfato de sodio. Adicionou-se a um béquer
previamente pesado, 5mL do filtrado, que foi colocado em estufa a 100C até que
o solvente evaporasse. Em seguida o béquer foi resfriado em dessecador e
pesado para o calculo da porcentagem de lipideos.
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Determinacao de proteina

Para a determinag&o do teor de proteinas foi utilizado o método de Kjeldahl
(AOAC, 1997), no qual se determina o teor de nitrogénio total de origem orgénica.
Utilizaram-se entre 0,2 a 0,4 g de amostra pesadas em tubos para Microkjeldahl.
O procedimento baseou-se na digestdo da amostra, com 3mL de acido sulfurico e
uma mistura catalisadora contendo 4% de sulfato de cobre e 96% de sulfato de
potassio para acelerar a reacdo, em que todo o carbono e hidrogénio foram
oxidados a gas carbbnico e agua. O nitrogénio da proteina foi reduzido e
transformado em sulfato de aménio. Destilou-se a amostra digerida em meio
basico por adicdo de hidréxido de sédio 40%, para liberagcdo da aménia. A ambnia
foi recolhida em solugéo de &cido boérico, formando borato de aménio. O borato de
aménio formado foi quantificado por titulagcado com acido cloridrico padronizado.

O resultado da quantidade de nitrogénio existente na amostra, foi obtido
através da titulacdo acido base, na qual, cada equivalente do acido (HCI)
corresponde a um equivalente da base ((NH4)3BOs3).

Para se calcular a porcentagem de proteina bruta, a partir da quantidade de
nitrogénio orgéanico existente nessa amostra, foi utilizado o fator de conversao de

porcentagem de nitrogénio em porcentagem de proteina de 6,25.

Determinacao de fibras

Neste trabalho foi utilizado o método de “Fibra em Detergente Acido”, que é
o método mais utilizado para racao animal. A amostra foi moida e utilizou-se 1g da
amostra para a andlise, que foi colocada em um frasco de refluxo do equipamento.
A amostra adicionou-se 100mL da solugdo de detergente &cido, aqueceu-se até
ebulicdo por 10 min e ,entdo, foi realizado o refluxo por 60 min. Em seguida a
mistura foi filtrada utilizando-se vacuo. Apos a filtracao foi adicionada agua quente
a 90-100<C, até 2/3 do cadinho, e deixado em repous o por 30 segundos. Em
seguida foram realizadas as lavagens com acetona até que ndo fosse mais
removida nenhuma cor da amostra. Ap6s a secagem, o cadinho foi pesado para o
célculo da porcentagem de fibras.
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Estimativa do valor de carboidratos

Os teores de carboidratos das amostras foram estimados pela diferenga
entre o peso total da amostra e a somatdria dos resultados obtidos para umidade,
cinzas, proteina bruta, lipideos e fibras.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Umidade

Os resultados obtidos na determinacao do teor de umidade das amostras
podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1 — Teor de umidade das amostras de ragdes de frangos de corte.

MARCA DA FASE TEOR DE UMIDADE (g/1009)
RACAO Lote 1 Lote 2 Lote 3

A Crescimento 10,06 + 0,06 * 10,52 +0,1° 11,5+0,1°
Final 9,58 +0,08 ® 9,7+0,1° 10,54 + 0,04 °

B Pré-inicial 10,39 + 0,06 - -
Inicial 10,94 + 0,09 - -
Crescimento 10,35 £ 0,06 - -
Final 10,78 + 0,07 - -

C Matriz 10,42 +0,03° 10,15+ 0,02 2 10,5+0,2°
Pré-inicial 9,83+0,03° 10,32 + 0,03° 10,56 + 0,02°
Inicial 10,24 + 0,02 * 10,1 £0,2° 10,82 + 0,06 °
Crescimento 10,49 +0,01° 11,4+0,1° 10,62 +0,07%
Final 10,30 £ 0,012 10,4 +0,1° 10,09 £ 0,02%

D Inicial 99+0,1° 10,59 + 0,03 ° 10,0+0,1°
Crescimento 9,7+0,1°% 10,8 +0,2° 10,36 + 0,07 ©

Média e estimativa de desvio padrdo de 3 determinagdes.

(a, b, c) demonstram diferenca significativa numa mesma linha, obtida pelo teste de Tukey.
(-) Lote néo fornecido.

Todas as amostras apresentaram niveis de umidade proximos de 10%,
sendo que os valores minimo e maximo encontrados foram 9,7% e 11,5%
respectivamente. Os valores encontrados diferiram do valor citado por Rose
(1997) de 14% de umidade, entretanto, nenhuma amostra apresentou elevada

umidade, o que poderia comprometer sua qualidade microbioldgica.
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Apés a realizacao do teste de Tukey entre os lotes analisados, foi possivel
verificar que apenas as amostras pertencentes a marca C, fases crescimento e

final, ndo apresentaram diferencgas significativas entre as meédias dos trés lotes.

Cinzas
Na Tabela 2 podem-se observar os resultados de teor de cinzas obtidos

para as amostras de racdes para frangos de corte.

Tabela 2 — Teor de cinzas das amostras de ragdes para frangos de corte.

MARCA DA FASE TEOR DE CINZAS (g/100g9)
RACAO Lote 1 Lote 2 Lote 3

A Crescimento 8,01 +0,06® 76+0,1° 6,9+0,1°
Final 6,96 + 0,04 ? 7,62 +0,01° 6,84 + 0,06 *

B Pré-inicial 6,309 + 0,001 - -
Inicial 5,7486 + 0,001 - -
Crescimento 4,7712 £ 0,001 - -
Final 4,8262 + 0,001 - -

[ Matriz 9,5+02? 11,7+0,1° 11,88 £ 0,08 °
Pré-inicial 5,51 +0,02° 5,36 +0,02 * 5,66 + 0,09°
Inicial 5,49 + 0,03 5,20 + 0,08 ° 51+0,1°
Crescimento 4,7+0,1° 4,79 +0,03° 4,75 +0,04°
Final 47+0,1° 4,97 +0,06 ® 5,64 +0,04°

D Inicial 11,6 +0,1° 9,51 +0,09° 71+0,1°
Crescimento 10,8+0,1°% 10,3+0,4° 10,0+0,4°

Média e estimativa de desvio padrdo de 3 determinagdes.
(a, b, c) demonstram diferenca significativa numa mesma linha, obtida pelo teste de Tukey.

(-) Lote ndo fornecido.

Os resultados obtidos para cinzas situaram-se préximos dos niveis
estabelecidos por Rose (1997), que seria de 7% para ragdes para frangos de
corte. Entretanto esta andlise ndo determina quais sdo 0os minerais presentes na
amostra, ndo sendo possivel afirmar que as ragdes com quantidades menores de
cinzas causariam alguma deficiéncia nas aves, ja& que varios minerais
acrescentados as ragdes apresentam alta biodisponibilidade, como, por exemplo,
0s minerais quelatados (Patrick e Schaible, 1981).

Os valores obtidos para as porcentagens de cinzas variaram em fungao da
idade das aves para as quais a ragcao € destinada. Também foram observadas
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diferencas nos resultados obtidos em ragdes da mesma marca e mesma fase,
mas de lotes diferentes. Somente as amostras pertencentes a marca C, fase

crescimento, ndo apresentaram diferencgas significativas entre os lotes.

Proteina
Na Tabela 3 observam-se os resultados de proteina bruta, obtidos para as

racdes de frangos de corte em estudo.

Tabela 3 — Teor de proteina bruta em amostras de ragdes para frangos de corte.

MARCA DA FASE PROTEINA BRUTA (g/100g)
RACAO Lote 1 Lote 2 Lote 3

A Crescimento 24,44 +0,01° 20,8+0,4° 20,5+0,1°
Final 20,16 + 0,08 2 20,5+0,7° 19,4 +0,6 °

B Pré-inicial 24,2+0,3 - -
Inicial 23,2+0,6 - -
Crescimento 19,9+0,2 - -
Final 19,1 +0,4 - -

C Matriz 18,5+0,2° 18,1 +0,1° 18,4+0,6°
Pré-inicial 248 +0,6° 243+0,7° 23,3+0,1°2
Inicial 23,7+0,3° 229+0,3% 258+0,2°
Crescimento 21,70 £ 0,09 2 21,1 +0,2 a 20,7+0,2°
Final 20,1 +0,4° 19,6 +0,4° 21,53 +0,05°

D Inicial 20,7+0,4° 19,93 + 0,07 ° 142+0,1°
Crescimento 12,4+0,6° 14,8 +0,2° 159+0,4°

Média e estimativa de desvio padréo de 3 determinagdes.
(a, b, c) demonstram diferencga significativa numa mesma linha, obtida pelo teste de Tukey.
(-) Lote ndo fornecido.

Os niveis de proteina bruta encontrados variaram de 12,49/100g a
25,89/100g. As amostras de rac¢des para crescimento da marca D, lotes 1,2 e 3, e
para fase inicial da marca D, lote 3, apresentaram resultados de proteina bruta
abaixo dos niveis recomendados por Sabino et al. (2004) e por Costa et al.
(2001b).

As amostras da marca C destinadas a alimentagdo de matrizes
apresentaram resultados acima de 14%, valor minimo recomendado pelas

Tabelas Brasileiras para Aves e Suinos (Rostagno et al., 2005).
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Lisboa e Silva (1999) e Buyze et al. (1992) demonstraram que a reducao
dos niveis de proteina em ragdes para frangos causa o aumento nos teores de
gordura abdominal. Conforme esses autores, as ragdes com menores teores
protéicos podem se tornar deficientes no aminoacido essencial treonina, o que
limita a sintese protéica e, desta maneira, os aminoacidos ficaram disponiveis
para a sintese de gordura. O excesso de deposi¢cdo de gordura na carcaga é
prejudicial a producdo de frango de corte, pois a gordura € vista de modo
desfavoravel pelo consumidor e representa perda no rendimento se for removida
durante a industrializacado (Leenstra, 1986).

Apenas as amostras da marca A, fase final, e a marca C, fases matriz e

pré-inicial, ndo apresentaram diferengas significativas entre os lotes.

Lipideos
Na Tabela 4 podem-se observar os resultados obtidos para determinacao
de lipideos em amostras de racdes para frangos de corte.

Tabela 4 — Resultados obtidos para teor de lipideos em ragbes de frangos de corte.

MARCA DA FASE LIPIDEOS (g/100)
RACAO Lote 1 Lote 2 Lote 3

A Crescimento 4,295 + 0,001 2 4,245 + 0,002 * 3,9657 + 0,0003 *
Final 5,4090 + 0,0003 ® 4,699 + 0,001 ° 6,814 + 0,003 °

B Pré-inicial 5,766 + 0,001 - -
Inicial 4,4083 + 0,0001 - -
Crescimento 5,117 + 0,001 - -
Final 8,573 + 0,003 - -

C Matriz 6,8813 + 0,0009 ® 6,072 + 0,002 ° 5,8893 + 0,0006 °
Pré-inicial 5,5885 + 0,0001 ? 5,4373 +0,0002 ? 11,308 + 0,004 °
Inicial 8,309 + 0,006 * 9,4960 + 0,0004 * 9,4283 + 0,0002 *
Crescimento 10,372 + 0,003 ? 9,480 + 0,001 ° 9,8701 +0,0005 ®
Final 12,019 + 0,001 10,357 + 0,001 ° 8,434 + 0,001 ©

D Inicial 4,6238 +0,0005 ? 4,286 + 0,001 ? 4,125 +0,001°

Crescimento  5,9356 + 0,0003 * 5,2524 +0,0008" 5,654 + 0,001 °
Média e estimativa de desvio padréo de 3 determinagdes.

(a, b, c) demonstram diferenga significativa numa mesma linha, obtida pelo teste de Tukey.
(-) Lote nao fornecido.

47



Os resultados obtidos para as 31 amostras de racbes utilizadas neste
estudo apresentaram quantidades de lipideos muito variadas, sendo que os
valores minimo e maximo encontrados foram, respectivamente, 3,97g/100g e
12,029/100g.

Apenas 4 amostras obtiveram resultado acima do estabelecido por Esteve-
Garcia (2001), que preconiza a utilizacao de 10g/100g de lipideos na racao para
melhorar a conversao alimentar.

Foram observadas diferengcas nos teores de lipideos de amostras de
mesma marca, mesma fase, mas de lotes diferentes. As racbes da marca A, fase
crescimento, e marca C, fase inicial, ndo apresentaram diferenca significativa
entre os lotes.

Fibra bruta
Na Tabela 5 podem-se observar os resultados obtidos para teor de fibra
bruta das analises de racbes para frangos de corte.

Tabela 5 — Teor de fibra bruta de amostras de ragdes para frangos.

MARCA DA FASE FIBRA BRUTA (g/100g)*
RACAO Lote1 Lote2 Lote 3
A Crescimento 3,797 2,7861 3,5063
Final 3,5278 4,2394 3,8414
B Pré-inicial 2,3621 - -
Inicial 3,159 - -
Crescimento  3,3998 - -
Final 3,0744 - -
C Matriz 4,2763 3,2482 2,8446
Pré-inicial 3,1387 3,8241 3,8712
Inicial 3,9009 3,4625 3,8591
Crescimento  3,2265 3,3547 3,4628
Final 2,9069 2,7492 3,1461
D Inicial 3,9394 4,7938 6,6457
Crescimento  6,5605 7,2244 7,5555

*Nao ha o desvio padrao, e néo foi realizado o teste de Tukey, pois se realizou apenas uma andlise de
cada amostra.

(-) Lote néo fornecido.
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Os valores minimo e maximo para teor de fibras, obtidos nas amostras
analisadas foram, respectivamente, 2,869/100g e 7,569/100g. Também foram
observadas variacbes do teor de fibras em amostras de mesmas marca e fase,
mas de lotes diferentes.

Apesar das aves ndo aproveitarem nutricionalmente a celulose presente na
fibra do alimento, sua presenga na racao melhora a absor¢cao dos nutrientes no

intestino das aves.

Carboidratos

Na Tabela 6 podem-se observar os valores estimados para o teor de
carboidratos das amostras de ragdes. Os resultados foram obtidos pela diferenga
entre o peso total da amostra e a somatdria dos resultados obtidos para umidade,
cinzas, proteina, lipideos e fibras.

Tabela 6 — Valores estimados para o teor de carboidratos das amostras estudadas.

MARCA DA FASE CARBOIDRATOS (g/100g)
RACAO Lote1 Lote2 Lote 3
A Crescimento 49,39 54,05 53,63
Final 54,36 53,24 52,56
B Pré-inicial 50,97 Lote ndo fornecido  Lote ndo fornecido
Inicial 52,54 Lote ndo fornecido  Lote ndo fornecido
Crescimento 56,46 Lote ndo fornecido  Lote ndo fornecido
Final 53,65 Lote ndo fornecido  Lote ndo fornecido
C Matriz 50,42 50,73 50,49
Pré-inicial 51,13 50,7 45,3
Inicial 48,36 48,84 50,01
Crescimento 58,85 49,87 50,6
Final 60,78 51,92 51,16
D Inicial 49,24 50,89 57,93
Crescimento 54,6 51,62 50,53

Os valores obtidos para carboidratos variaram de 48,36% a 60,78%. Ainda
que os carboidratos sejam os maiores componentes das dietas dos animais
domésticos, ndo existe exigéncia nutricional especifica. Isso se explica pelo fato

de que a fonte de energia mais importante para as células dos animais € a glicose,
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sendo entdo possivel obté-la de varios tipos diferentes de carboidratos e outros
nutrientes (Vieira, 2002).

CONCLUSAO

Pode-se observar uma grande variagdo dos niveis dos nutrientes
analisados, de acordo com fase de crescimento para a qual a ragdo era destinada,
concordando com a literatura, que recomenda a adequacao da ragao a idade da
ave.

Nenhuma das amostras apresentou umidade elevada, o que poderia
comprometer a qualidade microbioldgica da racdo. Quanto ao teor de cinzas, 0s
resultados obtidos estavam préximos do valor esperado, entretanto, amostras que
tenham apresentado teor de cinzas mais baixo, ndo causardo necessariamente
deficiéncias nas aves, pois dependendo do tipo de suplemento mineral utilizado,
sua biodisponibilidade para a ave podera ser maior ou menor. Quanto ao nivel de
proteinas, apenas a marca D apresentou amostras com niveis insatisfatérios. Das
31 amostras analisadas, somente 4 obtiveram teor de lipideos acima de 10%, que
seria a quantidade ideal para a melhor conversdo alimentar das aves. Todas as
amostras apresentaram fibra bruta, o que € importante no auxilio da absorcao de
outros nutrientes da ragao.

As marcas A, C e D apresentaram falhas na padronizagcédo da quantidade de
nutrientes, o qué pdde ser observado pelas diferengcas nos resultados entre lotes.
Essa diferenga entre lotes pode ter ocorrido em funcdo da variedade de
ingredientes utilizados na fabricacao de racdes. A variabilidade entre lotes néo
pbde ser observada na marca B devido a indisponibilidade de dois outros lotes
para as analises.
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RESUMO

Métodos seguros, sensiveis e rapidos, para a determinagcdo de vitaminas
lipossoluveis em racdes, sdo essenciais para a pesquisa em nutricdo animal e,
também para o controle de qualidade nas industrias de ragdes. A validagao
desses métodos é uma ferramenta importante para a qualidade e confiabilidade
dos resultados laboratoriais. Este trabalho teve como objetivo adaptar um método
para a determinagdo simultdnea das vitaminas lipossoluveis A, D, E e K
adicionadas em ragbes para frangos, utilizando uma extracdo simples (sélido-
liquido), analise por CLAE e validagdo da metodologia. Para a detecgéo foi
utilizado um DAD, e os comprimentos de onda de 250nm para as vitaminas
menadiona e filoquinona, 265nm para as vitaminas colecalciferol e ergocalciferol,
290nm para a-tocoferol, 300nm para ©&-tocoferol, e 325nm para palmitato de
retinila e all-trans-retinol. As recuperagdes foram determinadas em ragbes para
frangos, e os valores encontrados estavam entre 70,70% e 99,02 %. As
quantidades minimas detectaveis foram menores que os valores recomendados
para racOes para frangos, e variaram de 0,35ug/ml a 15,13ug/ml. A repetibilidade
foi avaliada através dos coeficientes de variagdo (CV) obtidos, que apresentou
resultados entre 0,8% e 13,7%. O método utilizado neste estudo mostrou-se
facilmente aplicavel e eficiente para a determinagdo das vitaminas palmitato de

55



retinila, colecalciferol, a-tocoferol e menadiona em rac¢des para frangos, entretanto,
o método de extracdo utilizado ndo se mostrou eficiente para as vitaminas all-

trans-retinol, ergocalciferol, &-tocoferol e filoquinona.

ABSTRACT

Reliable, sensitive and rapid methods of determination of vitamins in animal feeds
are essential for nutrition research and quality control in feed industries. The
validation of this analytic methodology is a very important tool for the reliability and
quality of laboratorial results. The objective of the present work was to adapt a
method for simultaneous determination of fat-soluble vitamins A, D, E e K in poultry
feeds by one-step extraction (solid-liquid) and HPLC analysis, and its validation.
For detection of the vitamins it was used a DAD detector and the wavelengths
250nm for vitamins filoquinone and menadione, 265nm for vitamins cholecalciferol
and ergocaciferol, 290nm for a-tocopherol and 325nm for retinil palmitate and all-
trans-retinol. The recovery was determined in poultry feeds, and the values were
between 70,70% and 99,02%. Minimum amounts detectable are smaller then the
recommended values for the poultry feeds, and it was showed values between
0,35ug/ml and 15,13ug/ml. Repetibility was evaluated through the variation
coefficients (CV), that showed values between 0,8% and 13,7%. The method used
in this work is easily applicable and efficient for the vitamins retinil palmitate,
cholecalciferol, a-tocopherol and menadione, however, the extraction method used
is not efficient for the vitamins all-trans-retinol, ergocalciferol, &-tocopherol and
filoquinone.
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INTRODUCAO

A avicultura brasileira desempenha um papel significativo na economia, e
também no fornecimento de alimentos de alta qualidade a populacéo. Os niumeros
alcangados pela avicultura, no contexto nacional e internacional, refletem a alta
qualidade genética dos plantéis, nutricio adequada as necessidades de
crescimento, monitoramento, profilaxia e controle de doencgas, e ambiéncia, o que
permite melhorar as condicbes de manejo onde sao criadas as aves (Bellaver,
2006).

Dentro desse contexto, a qualidade nutricional desempenha um importante
papel, sendo que a suplementacao vitaminica auxilia para que o desenvolvimento
maximo das aves seja alcangado. A adicdo de uma ou mais vitaminas é muito
variavel para uma mesma classe animal, ocorrendo variagdes em funcao da idade
das aves, temperatura ambiente, manejo geral, estado sanitario do plantel, entre
outros fatores (Faria e Junqueira, 2000). Entre essas vitaminas, pode-se observar
que as lipossoluveis sdo de extrema importdncia para o bom crescimento e
desenvolvimento das aves, sua defesa contra patégenos, entre outras funcoes.
Desse modo, para assegurar a qualidade nutricional das ragdes fornecidas a
essas aves, principalmente quanto aos niveis de micronutrientes, tornou-se
necessario o desenvolvimento de metodologias seguida de quantificagao.

Diversos pesquisadores desenvolveram métodos cromatogréficos para a
separagao de diferentes vitaminas lipossoluveis simultaneamente, em diferentes
matrizes. Wang e Huang (2002), Mathiasson et al. (2002), Burri et al. (2003), e
Mendonza et al. (2003) desenvolveram sistemas de andlise multivitaminicos para
diversas matrizes, utilizando colunas de fase reversa.

Métodos para andlise de vitaminas lipossoliveis em diversos tipos de
ragcdes foram desenvolvidos, sendo que, para a deteccao e quantificacdo dessas
vitaminas, sua extragdo com solventes organicos, e a determinacao pela
cromatografia liquida de alta eficiéncia, sdo as técnicas mais utilizadas.

Cohen e Lapointe (1978) desenvolveram um método para determinacao,
em racao, das vitaminas lipossollUveis acetato de retinila, retinol, palmitato de
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retinila, tocoferol, acetato de tocoferol, e vitamina Ds. Para isso utilizaram extracao
com os solventes dioxano-isooctano (20:80); para a separagdo cromatografica
utilizaram coluna C1s, fase mével composta de metanol:agua (95:5) e detector UV.
Qian e Sheng (1998) também utilizaram Cig como fase estacionaria e metanol
como fase movel, para a determinagdo de acetato de retinila, colecalciferol, a-
tocoferol e pro-vitamina D, em ragoes, apds a extragdo com hexano.

Surai e Sparks (2001) desenvolveram um trabalho sobre a influéncia de
tocoferdis para frangos e analisaram sua dieta e também os ovos produzidos por
essas aves. Para isto utilizaram a cromatografia liquida de alta eficiéncia, com
coluna C+g, e metanol:agua (97:3), como fase movel.

Neste trabalho, o método cromatografico utilizado e validado, adaptado de
Cohen e Lapointe (1978), que utiliza coluna C1s, € como fase mdvel, metanol e
agua, foi eficiente para a separagao dos vitdmeros: palmitato de retinila, all-trans-
retinol, colecalciferol, ergocalciferol, a-tocoferol, &-tocoferol, menadiona e
filoquinona. Para a extragdo das vitaminas, utilizou-se o método de Gomis et al.
(2000), também adaptado.

MATERIAL E METODOS

Material

Amostras de ragdes para frangos de corte, foram fornecidas por industrias
da regido de Campinas, Sao Paulo.

Os padroes das vitaminas A (all-trans-retinol e palmitato de retinila), D
(ergocalciferol e colecalciferol), E (a-tocoferol e d-tocoferol) e K (filoquinona e
menadiona) foram obtidos da marca Sigma.

Para a extragdo das vitaminas foram utilizados etanol e hexano de grau de
pureza analitico. No processo de extracao das vitaminas, e na preparagao da fase
mével, utilizou-se agua obtida de sistema Milli-Q (MILLIPORE). Para a fase mével
foi utilizado metanol grau cromatografico, e, apds a preparagdo da fase movel,
esta foi filtrada em membrana Millipore Fluoropore, com 0,5um de poro, e, em
seguida, degaseificada em aparelho de ultra-som.
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Equipamentos

O equipamento de cromatografia liquida utilizado foi um Hewlett Packard
Series 1050, composto por bomba isocratica, com injetor manual Reody, com alca
de amostragem de 20ul, acoplado a detector de arranjo de diodo (DAD).

A coluna cromatogréfica utilizada foi: Coluna Nova Pack Cig , com 15 x 3,9

cm, com 5um de didmetro de particula.

Métodos

Foram preparadas solu¢des dos padrdes das vitaminas all-trans-retinol,
palmitato de retinila, ergocalciferol, colecalciferol, a-tocoferol, &-tocoferol,
filoguinona e menadiona, em etanol, e sua concentracdes determinadas por meio
da absorbancia medida em espectrofotdmetro. As solugcdes padrées foram
armazenadas em frascos envoltos em papel aluminio, e armazenados a -10°C. A
manipulacdo dos padrbes e das amostras durante a extragdo foi realizada sob
condicées minimas de luz.

As amostras de racao foram previamente trituradas, e armazenadas, em
pequenas quantidades, a -10° C. A metodologia analitica para a extracao
simultanea das vitaminas foi baseada em Gomis et al. (2000). Para a extracao das
formas vitaminicas das matrizes utilizou-se etanol com 0,25% de BHT, seguida de
particdo com hexano. A fragdo do hexano foi evaporada com nitrogénio e
ressuspendida em metanol. A metodologia utilizada para a extracdo seguiu o
fluxograma apresentado na Figura 1.
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10g de amostra previamente
triturada

v

Adicédo de 10 ml de etanol com 0,25% de BHT + 5 ml de 4gua Milli-Q +
0,59 de NaCl

v

Aaitacao sequida de sua permanéncia em aparelho de ultra-som por 3 min

v

Adicao de 10ml de hexano, e ultra-som por 3 min

v

Bx Centrifugacao por 3 min. — 1000 rom

v

Retirada do extrato hexanico (sobrenadante)

v

Juntou-se todo o extrato hexanico em um recipiente

v

Evaporou-se o hexano com N,

v

Ressuspendeu-se em 3ml de

v

Filtracdo em membrana Millipore Fluoropore ( de 0,5um de didmetro de poro)

v

Analise em CLAE

Figura 1 — Fluxograma da extragdo e determinagdo das vitaminas lipossollUveis adicionadas em

racdes para frangos.

Os extratos foram filtrados em membranas Millipore Fluoropore de 0,5 um
de poro, para serem, em seguida, injetados no cromatografo. Para separacao das
vitaminas foi utilizada coluna de fase reversa, e um sistema isocratico adaptado

para troca de fase moével durante a andlise cromatografica. Para a analise
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cromatografica foi utilizado o método de Cohen e Lapointe (1978) modificado.
Como fase mével, foi utilizado o sistema: 0-10 min metanol:agua (95:5), 10-25 min
metanol (100%), e 25-30 min metanol:dgua (95:5), a vazdo de 1ml/min, sendo
necessarios 10 min de recondicionamento da coluna entre as injecées. Para a
deteccao foram utilizados os comprimentos de onda: 325nm para all-trans-retinol e
palmitato de retinila; 265nm para ergocalciferol e colecalciferol; 290nm para a-
tocoferol; 300nm para &-tocoferol; e 250nm para filoquinona e menadiona.

Para identificagdo, utilizou-se a comparacdo dos tempos de retengéo
obtidos com os padroes nas mesmas condicdes cromatograficas, co-
cromatografia, e os espectros de absorcdo obtidos no DAD. A quantificacédo foi
realizada pelo método de padronizacao externa.

Validacao da metodologia

Os valores adotados para os limites de detecgcéo foram obtidos com o uso
de solugbes padrao, diluidas sucessivamente, analisadas sob as mesmas
condicdes cromatograficas descritas anteriormente, observando-se assim, a
menor quantidade detectavel. Esta menor quantidade detectavel foi considerada
aproximadamente duas a trés vezes o valor da amplitude do ruido do equipamento
(Prado e Godoy, 2002). Os limites de quantificagcao foram considerados 2 vezes o
limite de deteccao (Miranda, 2004).

A repetibilidade para os padrdes foi determinada em 10 repeti¢cdes, em dois
niveis de concentragcfes vitaminicas. A repetibilidade para a matriz alimentar foi
determinada em 5 repeticdes em duplicata, em dois niveis de concentragéo.

Testes de recuperacao foram realizados com a adicdo das solugcdes padrao

as amostras, em dois diferentes niveis de concentragéao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 2 pode-se observar o cromatograma com a separacao
simultanea dos padrodes.

120

lenadiona W 250 m
W 285 nm
W 0 mm
300 nm
100 . ,,
M 325nm

20 4

Al-tranz-retinol

-~

Paimitato de retinila

Ergocalciferol
Filoguinona
o

Figura 2 — Cromatograma dos padrées de vitamina A (palmitato de retinila e all-trans-retinol), D
(ergocalciferol e colecalciferol), E (a-tocoferol e &-tocoferol), e K (menadiona e filoquinona).
Condigdes cromatograficas: coluna Cig com sistema de eluigdo isocratico, adaptado para troca de
fase movel: 0-10 min metanol:agua (95:5); 10-25min metanol (100%); 25-30 min metanol:agua
(95:5). Vazao: 1ml/min. Detecgdo nos comprimentos de onda: 250nm, 265nm, 290nm, 300nm e
325nm.

As curvas analiticas de padronizagdo externa das vitaminas apresentaram
linearidade nas faixas de concentragdo estabelecidas. Isso pode ser verificado
pelos valores dos coeficientes de correlacdo, pois sdo iguais ao, ou préximos do
valor 1, o que demonstra maior probabilidade de existir uma relagéo linear definida
pelas equacdes lineares apresentadas, onde y = Ax + B (Tabela 1). A ANVISA
(2003) recomenda um coeficiente de correlagdo igual a 0,99 e o INMETRO (2003)
um valor acima de 0,90. Os limites de deteccdo e quantificacdo podem ser
observados na Tabela 2.

62



Tabela 1 - Equacbes lineares e coeficientes de correlagdo das curvas padrao das vitaminas all-
trans-retinol, palmitato de retinila, ergocalciferol, colecalciferol, d-tocoferol, a-tocoferol, filoquinona,

e menadiona.

FAIXA DE
VITAMINA CONCENTRACAO A B R?
(ng/ml)
All-trans-retinol 0,352 - 90 5083,6 -0,0352 1
Palmitato de retinila 0,664 - 170 7171,8 -1,1013 1
Ergocalciferol (Dy) 1,031 - 264 2304,4 -0,7771 1
Colecalciferol (Ds) 0,828 - 106 2361,6 -0,3502 0,9999
O-tocoferol 6,563 - 210 403,33 -1,7845 0,9991
a-tocoferol 15,125 - 242 317,96 -3,8621 0,994
Filoguinona (Kjy) 0,641 - 82 3503 +0,2833 0,9997
Menadiona (Ks) 0,391 - 100 5768,9 +0,2527 0,9999

A: coeficiente angular; B: coeficiente linear; R®: coeficiente de correlagao.

Tabela 2 — Limites de deteccao e limites de quantificagdo das vitaminas analisadas.

LD LQ

VITAMINA ng/ml Hg/g pg/mi Hg/g
All-trans-retinol 0,352 0,105 0,704 0,211
Palmitato de retinila 0,664 0,199 1,328 0,398
Ergocalciferol (Dy) 1,031 0,309 2,062 0,618
Colecalciferol (D3) 0,828 0,248 1,656 0,496
O-tocoferol 6,563 1,968 13,126 3,937
a-tocoferol 15,125 4,537 30,250 9,075
Filoquinona (K;) 0,641 0,192 1,282 0,384
Menadiona (Ks) 0,391 0,117 0,782 0,234

LD: limite de detecgao; LQ: limite de quantificagao.

Os limites de deteccao encontrados para as vitaminas colecalciferol e a-
tocoferol foram maiores que os encontrados por Qian e Sheng (1998), que
obtiveram 10ng/g para essas vitaminas em ragbes. Mathiasson et al. (2002)
obtiveram limites de deteccdo préximos de 0,1ug/g para as vitaminas all-frans-
retinol, a-, B- e y-tocoferol, e colecalciferol, extraidas de alimentos processados.
Burri et al. (2003) encontraram 2 ng/ml para o a-tocoferol, e 0,6 ng/ml para o
retinol, extraidos de soro humano. Cohen e Lapointe (1978) encontraram limite de
deteccao de 0,075 ug/g, para o acetato de retinila, 250 pg/g para a vitamina Dg, e,
para o a-tocoferol acetato, 0,005 ug/g.

Os resultados obtidos neste trabalho, para os limites de deteccao, foram

maiores, ou proximos dos valores citados anteriormente. Entretanto, os limites de

63



deteccao e quantificagdo foram menores que os valores minimos recomendados

para ragdes para frangos, segundo as Tabelas Brasileiras para Aves e Suinos

(Quadro 1), podendo, desse modo, se utilizar este método para a determinagao

das vitaminas palmitato de retinila, colecalciferol, a-tocoferol e menadiona.

Quadro 1 - Niveis de suplementacao de vitaminas lipossollveis para racdes de aves (quantidade

por kg de ragao).

Frangos de corte e aves de

Nutriente reposicao Frangos de corte Reprodutores
Inicial Crescimento retirada
Vitamina A (mg) 5,5 4.4 2,2 4,95
Vitamina D5 (ug) 50 40 20 62,5
Vitamina E (mg) 23,5 18,8 9,4 26,8
Vitamina K3 (mg) 1,7 1,4 0,7 2

Fonte: Rostagno et al., 2005.

A repetibilidade para os padrdes vitaminicos em solugdo metandlica e

adicionados a racdo podem ser observados na Tabela 3. Na mesma tabela, pode-

se observar a recuperacdo dos padroes adicionados a racdo. Em métodos de

andlise de tracos ou impurezas, sao aceitos Coeficientes de Variagéo (CV) de até

de 20%, dependendo da complexidade da amostra (Ribani et al. 2004).
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Tabela 3 - Repetibilidade e recuperacado das formas vitaminicas: palmitato de retinila, all-trans-
retinol, colecalciferol, ergocalciferol, a-tocoferol, d-tocoferol, menadiona e filoquinona, em solugédo

padréo, e adicionadas a ragao.

Matriz Forma Concentracao  Repetibilidade* Recuperacao
Vitaminica (CV%) (%)
Padrao Palmitato de 21,2 yg/ml 1,66 -
retinila 85 ug/ml 0,98 -
All-trans-retinol 11,25 pg/ml 1,92 -
45,00 pg/ml 0,90 -
Colecalciferol 13,25 pg/ml 1,60 -
53 ug/ml 1,30 -
Ergocalciferol 33,00 pg/ml 1,02 -
132,00 pg/ml 1,46 -
a-tocoferol 30,25 pg/ml 13,73 -
121 pg/mi 3,58 -
o-tocoferol 26,25 ug/ml 6,29 -
105,00 pg/ml 2,97 -
Menadiona 12,5 pg/ml 0,77 -
50 pg/ml 0,99 -
Filoquinona 10,25 pg/ml 3,54 -
41,0 ug/mi 2,52 -
Racao Palmitato de 2,84 ug/g 7,70 83,87
retinila 7,88 ug/g 4,29 82,48
All-trans-retinol 6,63 pg/g 6,97 73,88
21,95 pg/g 4,91 81,33
Colecalciferol 14,47 ug/g 2,38 97,05
35,73 pg/g 7,29 99,02
Ergocalciferol 20,69 ug/g 2,11 75,42
72,01 ug/g 6,27 89,81
a-tocoferol 39,60 pg/g 2,59 98,22
73,14 pg/g 6,85 90,25
O-tocoferol 21,31 pg/g 3,86 75,18
62,40 pg/g 8,53 88,76
Menadiona 861,61 ug/g 10,38 87,80
2889 ug/g 2,81 70,70
Filoquinona 6,42 pg/g 3,54 83,92
23,50 pg/g 6,67 93,74

* Repetibilidade determinada para os padrdes em 10 repeticdes, em dois niveis de concentragéo, e para a
ragao, 5 repeticdes em duplicata.

Os niveis de recuperacdo dos padroes adicionados a racao situaram-se
entre 70,70% e 99,02%. Os resultados minimo e maximo para as repetibilidades
dos padrdes em metanol foram 0,90% e 13,73%, e para os padrdes adicionados a
ragao foram 2,11% e 10,35%.

Segundo Ribani et al. (2004), a limitagdo do procedimento de recuperacgao,

€ a de que a substancia adicionada ndo esta necessariamente na mesma forma
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que aquela presente na amostra. Isso pode implicar, por exemplo, na presenca de
substancias adicionadas em uma forma que proporcione melhor deteccéo,
ocasionando avaliagbes excessivamente otimistas da recuperacdo. O método de
extracdo utilizado neste trabalho se mostrou eficiente para a extracdo das
vitaminas mais comumente adicionadas as ragdes para frangos de corte (palmitato
de retinila, D3, a-tocoferol e K3). Entretanto, para a determinacao de vitaminas que
possam estar presentes naturalmente nos alimentos utilizados na formulacao
destas racdes, seria necessario comparar o método de extracao utilizado neste
trabalho, com métodos mais eficientes para a extracao de vitaminas em matrizes

complexas, como, por exemplo, os métodos enzimaticos.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos nas etapas de validacao foram satisfatérios para as
vitaminas estudadas. Os parametros de limite de deteccdo e limite de
quantificacao apresentaram valores inferiores aos minimos recomendados para
racbes para aves. As taxas de repetibilidade obtidas foram inferiores a 14%. As
faixas de linearidade para a quantificacao das vitaminas mostraram-se amplas. Os
valores de recuperacdo dos padrées adicionados a amostra foram superiores a
70%, chegando a 99%.

O método cromatogréafico adaptado para a andlise de ragdes para frangos
demonstrou-se satisfatorio para a analise das vitaminas palmitato de retinila,
colecalciferol, a-tocoferol e filoquinona, e sua simplicidade permite sua aplicagao
na rotina laboratorial, desde que revalidado para o local onde sera utilizado. Para
a andlise das vitaminas all-trans-retinol, ergocalciferol, &-tocoferol e filoquinona,
seriam necessarios maiores estudos a respeito da extragdo dessas vitaminas em

matrizes complexas.

66



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANVISA — AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. Resolucdo RE n°
899, de 29 de maio de 2003.

BELLAVER, C. O mito do horménio na carne de frangos. Avicultura Industrial, n. 8,
ed. 1148, p. 14-15, 2006.

BURRI, B. J.; DOPLER-NELSON, M. NEIDLLINGER, T.R. Mesuarements of the
major isoforms of vitamins A and E and carotenoids in the blood of people
with spinal-cord injuries. Journal of Chromatographt A, v. 987, p. 359-366,
20083.

COHEN, H.; LAPOINTE, M. Method for extraction and cleanup of animal feed for
the determination of lipossoluble vitamins D, A, and E by High-Pressure
Liquid Chromatography. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 26, p.
1210-1213, 1978.

FARIA, D.E.; JUNQUEIRA, O.M. Enfermidades Nutricionais, Em: Doencas das
Aves. Campinas: FACTA - Fundagdao Apinco de Ciéncia e Tecnologia
Avicolas, p. 431-448, 2000.

GOMIS, D. B.; FERNANDEZ, M. P.; GUTIERREZ ALVARES, M2. D. Simultaneous
determination of fat-soluble vitamins and provitamins in milk by microcolm liquid
chromatography. Journal of Chromatography A, v. 891, p. 109-114, 2000.

INMETRO — INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E
QUALIDADE INDUSTRIAL. Orientagbes sobre validacdo de métodos de
ensaio quimico, DOQ-CGCRE-008, 2003.

MATHIASSON, L.; TURNER, C.; BERG, H.; DAHLBERG, L.; THEOBALD, A;
ANKLAM, E,; GINN, R.; SHARMAN, M.; ULBERTH, F.; GABERNIG, R.
Development of methods for the determination of vitamins A, E and B-
carotene in processed foods based on supercritical fluid extraction: a
collaborative study. Food Additives and Contaminants, v. 19, p. 632-646,
2002.

67



MENDONZA, B.R.; PONS, S.M.; BARGALLO, A.l.C.; LOPEZ-SABATER, M.C.
Rapid determination by reversed phase high performance liquid
chromatophapy of vitamins A and E in infant formulas. Journal of
Chromatography A, v. 1018, p. 197-202, 2003.

MIRANDA, Lucilene Soares. Estabilidade das vitaminas A e E em alimentos
enriquecidos com diferentes fontes de ferro. 2004, 119p.Tese (Doutorado em
Ciéncia de Alimentos) — Faculdade de Engenharia de Alimentos da
Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP, Campinas.

PRADO, M. A. E GODOQY, H. T.; Validation of the methodology to determination
synthetic dyes in foods and beverages by HPLC. Journal of Liquid
Chromatograpy and Related Technologies, v. 25, p. 2455-2472, 2002.

QIAN, H.; SHENG, M. Simultaneous determination of fat-soluble vitamins A, D and
E and pro-vitamin D, in animal feeds by one-step extraction and high-
performance liquid chromatography analysis. Journal of Chromatography A,
v. 825,p. 127-133, 1998.

REBEL, J. M. J.; VAN DAM, J. T. P.; ZEKARIAS, B.; BALK, F. R. M.; POST, J.;
FLORES MINAMBRES, A.; TER HUURNE, A. A. H. M. Vitamin and trace
mineral in feed of breeders and their progeny: affects of growth, feed
conversion and severity of malabsorption syndrome of broilers. British Poultry
Science, v. 45, p. 201-209, 2004.

RIBANI, M.; BOTTOLI, C. B. G.; COLLINS, C. H.; JARDIM, I. C. S. F.; MELO, L. F.
C. M. Validagdo em métodos cromatograficos e eletroforéticos. Quimica
Nova, v. 27, p.771-780, 2004.

SURAI, P.F.; SPARKS, N.H.C. Comparative evaluation of the effect of two
maternal diets on fatty acids, vitamin E and carotenoids in the chick embryo.
British Poultry Science, v. 42, p. 252-259, 2001.

WANG, L.H.; HUANG, S.H. Determinations of. Vitamins A, D, E and K in human
and bovine serum, and B-carotene and vitamin A palmitate in cosmetic and
pharmaceutical products, by isocratic HPLC. Chromatographia, v. 55, p. 289-
294, 2002.

68



Capitulo 4

DETERMINACAO SIMULTANEA DE VITAMINAS LIPOSSOLUVEIS EM
AMOSTRAS DE RAGCOES PARA FRANGOS DE CORTE, POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Berbel, M. M.; Prado, M. A.
Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Departamento de Ciéncia de Alimentos

69



Capitulo 4

DETERMINACAO SIMULTANEA DE VITAMINAS LIPOSSOLUVEIS EM
AMOSTRAS DE RAGCOES PARA FRANGOS DE CORTE, POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Berbel, M. M.; Prado, M. A.
Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Departamento de Ciéncia de Alimentos

RESUMO

Neste trabalho foi realizada a quantificacdo das vitaminas lipossoluveis palmitato
de retinila, colecalciferol, a-tocoferol e menadiona, e a detecgcédo das vitaminas all-
trans-retinol, ergocalciferol, d-tocoferol e filoquinona, em amostras de racdes para
frangos de corte. Utilizou-se para a extragdo das vitaminas, o método de Gomis et
al (2000). adaptado, e para a andlise cromatografica, o método de Cohen e
Lapointe (1978) modificado. Para a quantificagdo e detecgdo das vitaminas
utilizou-se cromatografo liquido de alta eficiéncia acoplado um DAD e os
comprimentos de onda de 250nm para as vitaminas menadiona e filoquinona,
265nm para as vitaminas colecalciferol e ergocalciferol, 290nm para a-tocoferol,
300nm para o&-tocoferol, e 325nm para palmitato de retinila e all-trans-retinol.
Nenhuma das amostras apresentou resultados igual ou acima do recomendado
para frangos de corte de diferentes idades, para as vitaminas lipossoluveis

quantificadas simultaneamente.
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ABSTRACT

In this work was achieved the quantification of fat-soluble vitamins retinil palmitate,
cholecalciferol, a-tocopherol and menadione, and the detection of vitamins all-
trans-retinol, ergocalciferol, &-tocopherol and filoquinone of poultry feed samples.
For the extraction of the vitamins, was used the Gomis et al (2000). method, and
for the chromatographic analysis it was used the Cohen and Lapointe (1978)
method, both modified. For the quantification and detection of the vitamins was
used HPLC connected for the DAD detector and the wavelengths 250nm for
vitamins filoquinone and menadione, 265nm for vitamins cholecalciferol and
ergocaciferol, 290nm for a-tocopherol and 325nm for retinil palmitate and all-trans-
retinol. None of the samples showed values according to the recommended for
poultry feeds of different ages, for the four vitamins analysed simultaneously.

INTRODUCAO

A relacédo entre nutricdo e saude animal é conhecida ha muito tempo.
Deficiéncias nutricionais aumentam a morbidade e mortalidade, o que pode ser
explicado por sua relagdo com a resposta imunolégica animal (Chew, 1996).

Em aves alimentadas com ragao deficiente em vitamina A, houve queda na
defesa em mucosas, e 0 peso de bursa e de timo foram afetados negativamente.
Em aves alimentadas com racdes deficientes em vitamina E houve reducéo no
namero de linfécitos na bursa e timo (Rebel et al.,, 2004). A suplementagdo com
vitaminas também interfere em outros fatores de grande importancia como
desenvolvimento da ave, produtividade e qualidade da carne. Por estas razdes, a
quantificagcado de vitaminas em suplementos e racdes deve ser avaliada (Villamide
e Fraga, 1999).

Algumas vitaminas contidas em premix perdem sua bioatividade devido a
oxidacao, iniciada por catalisadores como o ar, luz, calor, presenca de &cidos, ions
metdlicos, acidos-graxos insaturados e outros oxidantes. TavCar-Kalcher e
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Vengust (2007) demonstraram que as vitaminas A, E e Ks presentes em premix,
armazenadas durante 12 meses em condi¢des controladas, foram reduzidas em
53%, 59% e 80% respectivamente, de seu valor inicial. Dados sobre a
instabilidade dessas vitaminas demonstram a necessidade de se desenvolver
métodos rapidos e sensiveis para avaliacdo tanto de premixes como de ragdes
prontas. Resultados precisos sobre as concentracdes vitaminicas em produtos
para a alimentagdo animal sdo essenciais para a pesquisa em nutricdo e para a
garantia da qualidade nas industrias de alimentos para animais.

O método oficial da AOAC para as vitaminas lipossoluveis inclui ensaios
separados para a deteccao, baseados em colorimetria. A complexidade e o tempo
para a execugdao dos métodos da AOAC tornam-nos de dificil uso na rotina
laboratorial. Entretanto, novos procedimentos utilizando CLAE tém sido
empregados e, entao, simplicidade e rapidez tem sido melhoradas (Qian e Sheng,
1998). Cohen e LaPointe (1978) e Qian e Sheng (1998) desenvolveram métodos
para a determinagdo de vitaminas em rac¢des animais. Rushing et al, (1991)
descreveram um método para a determinacao simultanea das vitaminas A e E em
racoes para roedores, por CLAE. Além disso, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia tem sido utilizada para a analise das vitaminas A, D, E e K em
suplementos, alimentos e soro.

Este estudo teve como objetivo, determinar simultaneamente a
concentracdo de vitaminas lipossoluveis em ragdes para frangos de corte,

utilizando o método cromotografico adaptado de Cohen e LaPointe (1978).
MATERIAL E METODOS
Materiais

Analisaram-se amostras de racdes para frangos de corte, destinadas a
diversas fases de crescimento, fornecidas por industrias da regido de Campinas,

Sao Paulo. Foram analisadas amostras de 3 diferentes lotes de cada marca e
fase.
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Os padrdes das vitaminas A (all-frans-retinol e palmitato de retinila), D
(ergocalciferol e colecalciferol), E (a-tocoferol e &-tocoferol) e K (filoquinona e
menadiona), foram obtidos da marca Sigma.

Para a extragdo das vitaminas foram utilizados etanol e hexano de grau de
pureza analitico. Na extragdo e preparagao da fase mével utilizou-se dgua obtida
de sistema Milli-Q (MILLIPORE). Para a fase mével foi utilizado metanol de grau
cromatografico, e apés a preparagao da fase mével, esta foi filtrada em membrana
Millipore Fluoropore, com 0,5um de poro, e, em seguida, degaseificada em
aparelho de ultra-som.

Equipamentos

O equipamento de cromatografia liquida utilizado foi um Hewlett Packard
Series 1050, composto por bomba isocratica, injetor manual Reody, com alga de
amostragem de 20ul, acoplado a um detector de arranjo de diodos (DAD).

Foi utilizada uma Coluna Nova Pack C18 , com 15 x 3,9 cm, com 5um de

diametro de particula.

Métodos

Foram preparadas solugcbes dos padrdes das vitaminas separadamente em
etanol, e sua concentracbes determinadas por meio da absorbancia medida em
espectrofotdbmetro. As solugdes padrées foram armazenadas em frascos envoltos
em papel aluminio, e armazenados a -10° C. A manipulacdo dos padrdes e das
amostras durante a extracao foi realizada sob condigdes minimas de luz.

As amostras de racao foram previamente trituradas, e armazenadas, em
pequenas quantidades, a -10° C. A metodologia analitica para a extracao
simultdnea das vitaminas foi baseada em Gomis et al. (2000). Para a extracdo das
formas vitaminicas das matrizes utilizou-se etanol com 0,25% de BHT, seguida de

particio com hexano. A fracdo do hexano foi evaporada com nitrogénio e
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ressuspendida em metanol. A metodologia utilizada para a extracdo seguiu o

fluxograma apresentado na Figura 1.

10g de amostra previamente
triturada

v

Adicao de 10 ml de etanol com 0,25% de BHT + 5 ml de agua Milli-Q +
0,59 de NaCl

v

Adgitacio sequida de sua permanéncia em aparelho de ultra-som por 3 min

v

Adicao de 10ml de hexano. e ultra-som por 3 min

v

5x Centrifugacdo por 3 min. — 1000 rom

v

Retirada do extrato hexanico (sobrenadante)

v

Juntar todo o extrato hexanico em um recipiente

v

Evaporar o hexano com N,

v

Ressuspensao em 3ml de metanol

v

Filtragdo em membrana Millipore Fluoropore ( de 0,5um de didmetro de poro)

v

Analise em CLAE

Figura 1 — Fluxograma da extragdo e determinagdo das vitaminas lipossollUveis adicionadas em

racdes para frangos.
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Os extratos foram filtrados em membranas Millipore Fluoropore de 0,5 um
de poro, para serem, em seguida, injetados no cromatografo. Para separacao das
vitaminas foi utilizada coluna Nova Pack Cis, de 15 x 3,9 cm, com 5um de
didmetro de particula, e um sistema isocratico adaptado para troca de fase movel
durante a andlise cromatogréfica. Para a andlise cromatogréfica foi utilizado o
método de Cohen e Lapointe (1978) modificado. Como fase movel, foi utilizado o
sistema: 0-10 min metanol:agua (95:5), 10-25 min metanol, e 25-30 min
metanol:agua (95:5), a vazao de 1ml/min, sendo necessarios 10 min de
recondicionamento da coluna entre as inje¢des. Para a detecgcédo foram utilizados
os comprimentos de onda: 325nm para palmitato de retinila e all-trans-retinol;
265nm para colecalciferol e ergocalciferol; 300nm para &-tocoferol; 290nm para a-
tocoferol; e 250nm para menadiona e filoquinona.

Para identificacdo, utilizaram-se a comparacdo dos tempos de retengao
obtidos com os padrdes nas mesmas condicdes cromatogréficas, co-
cromatografia,e os espectros de absorcdo obtidos no DAD. A quantificagdo foi
realizada pelo método de padronizagao externa.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Abaixo, pode-se observar o cromatograma da analise de uma das amostras

de ragdes (Figura 2).
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Ki
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Figura 2 — Cromatograma da analise das vitaminas menadiona (Ks3), all-frans-retinol (R), ©-
tocoferol (Delta-E), ergocalciferol (D,), colecalciferol (D3), a-tocoferol (Alfa-E), filoquinona (K;) e
palmitato de retinila (P), pelo método de Cohen e Lapointe adaptado. Condi¢cdes cromatograficas:
coluna C4g com sistema de eluicdo isocratico, adaptado para troca de fase moével; 0-10 min

metanol:agua (95:5); 10-25min metanol (100%); 25-30 min metanol:agua (95:5). Vazao: 1ml/min.

No Quadro 1 pode-se observar os niveis recomendados de vitaminas
lipossoluveis para diferentes idades, segundo as Tabelas Brasileiras para Aves e
Suinos (Rostagno et al., 2005).

Quadro 1 — Niveis de suplementagéo de vitaminas lipossolUveis para ragdes de aves (quantidade

por kg de ragao).

Frangos de corte e aves de
Nutriente reposicao Frangos de corte Reprodutores
Inicial Crescimento retirada (final)
Vitamina A (Ul) 10000 8000 4000 9000
Vitamina D5 (Ul) 2000 1600 800 2500
Vitamina E (UI) 35 28 14 40
Vitamina Ks (mg) 1,7 1,4 0,7 2

Fonte: Rostagno et al., 2005.
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Como ndo ha suplementacdo vitaminica recomendada para a fase pré-
inicial, utilizada por alguns fabricantes, foi utilizado como nivel minimo, o
recomendado para a fase inicial.

Na Tabela 1 podem-se observar os resultados obtidos para a quantificagao
das vitaminas lipossolluveis palmitato de retinila, colecalciferol, a-tocoferol e
menadiona, em ragdes para frangos de corte. Na Tabela 2 pode-se verificar a
estimativa dos valores dos vitameros all-trans-retinol, ergocalciferol, d-tocoferol e

filoquinona nas mesmas amostras.
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Tabela 1 — Teores das vitaminas™* palmitato de retinila, colecalciferol, a-tocoferol, e menadiona, em amostras de ra¢des para frangos de corte.

Amostra Palmitato de retinila (Ul/kg) Colecalciferol (Ul/kg) a-tocoferol (Ul/kg) Menadiona (mg/kg)
Marca Fase Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 1 Lote 2 Lote 3
Crescimento ND ND ND 363+3 680 +7 261 +2 34+2 31,1+£0,4 25+2 2,879 £0,002 3,6320 + 0,0003 5,767 + 0,002
A Engorda ND ND ND 725+ 4 882+2 289+1 554+0,09 76+02 35505 2,0455+0,0003 4,171+0,001 2,737 £0,002
Pré-inicial ND LNF LNF 3139 LNF LNF 49+4 LNF LNF 3,02+ 0,01 LNF LNF
Inicial ND LNF LNF 2112 LNF LNF 34,104 LNF LNF 2,21 2+ 0,002 LNF LNF
Crescimento ND LNF LNF 110,36 + 0,08 LNF LNF 22,0+ 0,4 LNF LNF 1,464 + 0,001 LNF LNF
B Abate ND LNF LNF 434 +2 LNF LNF 22,7+04 LNF LNF 1,535 + 0,001 LNF LNF
Matriz ND ND ND 156,88 + 0,01 244 + 2 193+2 38+ 1 28+2 37+2 4,357 + 0,002 3,98 £0,003 4,293 + 0,006
Pré-inicial T 753,3+0,3 T 148 £+ 1 93,9+0,9 139+1 18206 14,69+0,06 30+3 3,016 £ 0,004 2,83+0,003 4,601 +0,002
Inicial 738,7+0,6 1605+2 1391 +3 239+ 1 293+ 3 321+4 473102 13,7+06 32,3+0,5 53659 +0,0003 4,79+0,002 3,790 + 0,001
Crescimento 824,9+0,4 1572+2 788+3 138,3 10,2 217+3 345+10 33,1%0,3 17 1 13 +1 6,421 £ 0,003 3,430,008 3,275 + 0,003
C Abate 1159,6 £ 0,3 663,7+0,2 7755+0,7 495 + 6 1252 180 +2 87 +1 28+2 29,1 +0,3 7,98 £ 0,02 8,14 £ 0,01 4,27 + 0,01
Inicial ND T ND 81914 1525,7+0,4 3111+7 47,3+0,3 6534+0,08 16+2 8,13 £ 0,01 1,650 + 0,004 1,905 + 0,003
D Crescimento T T T 2762 £ 8 2010+6 20301 752+04 412 56,1 +0,1 3,224 £ 0,008 1,393 + 0,001 1,128 £ 0,005

ND: Nao detectavel; T: trago (resultado obtido abaixo do limite de quantificagédo); LNF: Lote n&o fornecido.

*Média e estimativa de desvio padrao de duas determinagdes.
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Tabela 2 — Estimativa dos valores das vitaminas all-trans-retinol, ergocalciferol, d-tocoferol e filoquinona em ragdes para frangos.

All-trans-retinol (Ul/kg)

Ergocalciferol (Ul/kg)

o-tocoferol (Ul/kg)

Filoquinona (mg/kg)

Lote1 Lote2 Lote3

Lote 1 Lote2 Lote3

Lote1 Lote2 Lote3

Lote 1 Lote2 Lote3

3,28 0,85 3,93

ND ND ND

ND T ND

1,66 1,99 T

4,55 2,86 10,62

ND ND ND

T 0,12 0,24

2,35 1,94 1,42

ND LNF LNF

26,89 LNF LNF

0,34 LNF LNF

0,46 LNF LNF

Amostra
Marca Fase
A Crescimento
Engorda
B Pré-inicial
Inicial

ND LNF LNF

39,70 LNF LNF

0,20 LNF LNF

0,39 LNF LNF

Crescimento

ND LNF LNF

0,34 LNF LNF

0,46 LNF LNF

Abate

ND LNF LNF

0,34 LNF LNF

9,52 LNF LNF

C Matriz

1,09 4,30 ND

0,64 0,48 0,48

0,76 ND 0,77

Pré-inicial

17,37 25,04 24,27

T LNF LNF
22,89 LNF LNF
T T ND
T ND ND

0,31 0,19 0,28

T ND 1,54

Inicial

6,46 23,65 31,85

113,77 82,16 ND

0,53 0,70 0,75

5,09 1,10 2,56

Crescimento

6,41 9,95 25,45

126,58 88,70 ND

0,49 0,48 0,81

1,89 2,76 10,33

Abate

5,24 9,85 20,14

39,13 T ND

0,56 0,17 T

66,45 4,75 2,64

D Inicial

ND ND ND

439,62 27,79 ND

ND 0,07 0,22

6,20 0,54 36,04

Crescimento

2,60 2,19 1,99

ND ND ND

0,25 0,10 T

4,98 1,32 0,92

ND: Nao detectavel; T: trago (resultado obtido abaixo do limite de quantificagado); LNF: Lote nao fornecido.
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Apenas em 10, das 31 amostras estudadas, foi possivel quantificar a
vitamina A na forma de palmitato de retinila, entretanto, nenhuma dessas
amostras atingiu o nivel minimo de suplementagdo recomendado, que seria de
10000 Ul/kg, 8000 Ul/kg e 4000 Ul/kg de ragéo, para as fases inicial, crescimento
e final, respectivamente. O palmitato de retinila foi detectado, na forma de tracos,
em 6 amostras.

Foi possivel quantificar a vitamina D3 em todas as amostras analisadas. Em
4 amostras, pertencentes a marca D, foi observado valor superior ao
recomendado por Rostagno et al. (2005), que é de 2000 Ul/kg para a fase inicial,
1600 Ul/kg para a fase crescimento, e 800 Ul/kg para a fase de retirada.

O ao-tocoferol (vitamina E) pdde ser quantificado em todas as amostras
analisadas, entretanto, foram observados valores de acordo com o0s
recomendados por Rostagno et al. (2005) somente em 15 das 31 amostras.
Apenas 1 das 6 amostras da marca D ndo apresentaram quantidade satisfatéria
de a-tocoferol. As marcas A e B apresentaram resultados insatisfatérios em 50%
das amostras analisadas, e a marca C, em 10 das 15 amostras analisadas.

A vitamina Kj foi detectada e quantificada em todas as amostras, e sé nao
atingiu os valores recomendados em 3 das 31 amostras analisadas. Essas 3
amostras, pertencentes a marca D, apresentaram valores pouco abaixo do nivel
de suplementacao recomendado por Rostagno et al. (2005).

Na Figura 3 pode-se observar os resultados obtidos para cada vitamina,

expressos em porcentagem.

80



[ Acima do valor recomendado

Abaixo do valor recomendado

Trago

W Vitamina ndo detectada

Menadiona

a-tocoferol

Colecalciferol

Palmitato de
retinila

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Porcentagem de vitamina presente nas amostras

Figura 3 — Presenca das vitaminas palmitato de retinila, colecalciferol, a-tocoferol e menadiona nas

amostras de ragoes estudadas.

As vitaminas all-trans-retinol, ergocalciferol, &-tocoferol e filoquinona podem
ocorrer naturalmente em alimentos, ou mesmo serem adicionadas nas racgoes, €

foram observadas em diversas amostras (Figura 4).

n°de amostras

Figura 4 — Numeros de amostras em que foram detectadas as vitaminas all-frans-retinol,

ergocalciferol, d-tocoferol e filoquinona.
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A auséncia ou presenga de um dos vitameros estudados em apenas um
dos trés lotes indica falha na padronizagdo do lote, o que pode ter ocorrido pela
troca de suplemento utilizado pelo fabricante, pela falta de homogeneizagdo do
lote, ou mesmo pela degradacgao das vitaminas em alguma etapa de fabricacao ou
armazenamento da ragdo. Pela grande variedade de vitaminas lipossolluveis que
podem ser utilizadas como suplemento em ragdes, ndo se pode afirmar que
alguma das amostras estudadas nao esta totalmente de acordo com os niveis
recomendados, pois a mesma pode conter formas vitaminicas que nao sao

quantificadas por este método.

CONCLUSAO

Nenhuma das amostras alcangou os niveis recomendados pelas Tabelas
Brasileiras para Aves e Suinos, apenas com o uso das vitaminas lipossolUveis
palmitato de retinila, colecalciferol, a-tocoferol e menadiona. Para a certeza de que
as amostras forneceriam quantidade suficiente de vitaminas lipossolUveis para as
aves, seria necessario analisar todas as formas das vitaminas lipossoluveis.

O método utilizado neste trabalho mostrou-se de facil aplicagédo para a
determinagdo das vitaminas palmitato de retinila, colecalciferol, a-tocoferol e
menadiona, nas amostras de ragbes estudadas, podendo ser utilizado em estudos
de nutricao animal ou de estabilidade dessas vitaminas em ragdes, e mesmo no
controle de qualidade das ragbes em industrias de produtos para a alimentagao
animal.

Mesmo néo sendo alvo deste estudo, 0 método se mostrou eficiente para a
deteccdao de algumas vitaminas naturalmente presentes nas racdes (all-trans-
retinol, ergocalciferol, d-tocoferol e filoquinona), necessitando, porém, de melhores
estudos sobre a extracdo dessas vitaminas.

82



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CHEW, B. P. Importance of antioxidant vitamins in immunity and health in animals.
Animail Feed Science Technology, v. 59, p. 103-114, 1996.

COHEN, H.; LAPOINTE, M. Method for extraction and cleanup of animal feed for
the determination of lipossoluble vitamins D, A, and E by High-Pressure
Liquid Chromatography. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 26, p.
1210-1213, 1978.

GOMIS, D. B.; FERNANDEZ, M. P.; GUTIERREZ ALVARES, M. A. D.
Simultaneous determination of fat-soluble vitamins and provitamins in milk by
microcolm liquid chromatography. Journal of Chromatography A, v. 891, p.
109-114, 2000.

QIAN, H.; SHENG, M. Simultaneous determination of fat-soluble vitamins A, D and
E and pro-vitamin D, in animal feeds by one-step extraction and high-
performance liquid chromatography analysis. Journal of Chromatography A,
v. 825,p. 127-133, 1998.

REBEL, J. M. J.; VAN DAM, J. T. P.; ZEKARIAS, B.; BALK, F. R. M.; POST, J.;
FLORES MINAMBRES, A.; TER HUURNE, A. A. H. M. Vitamin and trace
mineral content in feed of breeders and their progeny: effects of growth, feed
conversion and severity of malabsorption syndrome of broilers. British Poultry
Science, v. 45, p. 201-209, 2004.

ROSTAGNO, H.S.; ALBINO, L.F.T.; DONZELE, J.L.; GOMES, P.C.; OLIVEIRA,
R.F.; LOPES, D.C.; FERREIRA, A.S.; BARRETO, S.L.T. Tabelas Brasileiras
para Aves e Suinos — Composicao de Alimentos e Exigéncias Nutricionais.
Vicosa: UFV, Departamento de Zootecnia, 2 ed., 186 p., 2005.

RUSHING, L. G.; COOPER, W. M.; THOMPSON Jr., H. C. Simultaneous analysis
of vitamins A and E in rodent feed by High-Pressure Liquid Chromatography.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 39, p.296-299, 1991.

TAVCAR-KALSHER, G.; VENGUST, A. Stability of vitamins in premixes. Animal
Feed Science and Technology, v. 132, p.148-154, 2007.

83



VILLAMIDE, M.J.; FRAGA, M.J. Composition of vitamin supplements in Spanish
poultry diets. British Poultry Science, v. 40, p. 944-652, 1999.

84



CONCLUSOES GERAIS

Houve uma grande variagdo dos niveis dos macronutrientes analisados, de
acordo com fase de crescimento para a qual a ragdo era destinada, concordando
com a literatura, que recomenda a adequagao da racao a idade da ave.

Também foi possivel observar que as marcas A, C e D apresentaram falhas
na padronizacdo da quantidade de nutrientes, o qué pdde ser observado pelas
diferengas nos resultados entre lotes.

Os resultados obtidos nas etapas de validagao foram satisfatérios para a
analise das vitaminas palmitato de retinila, colecalciferol, a-tocoferol € menadiona,
que apresentaram valores de repetibilidade inferiores a 14%.

Mesmo nao sendo alvo deste estudo, o método mostrou-se eficiente
também para a deteccdo de algumas vitaminas naturalmente presentes nas
amostras analisadas (all-trans-retinol, ergocalciferol, &-tocoferol e filoquinona),
necessitando, porém, de melhores estudos de extracao.

Nenhuma das amostras alcangou os niveis recomendados pelas Tabelas
Brasileiras para Aves e Suinos, apenas com o uso das vitaminas lipossoluveis
palmitato de retinila, colecalciferol, a-tocoferol e menadiona.

O método cromatografico utilizado neste trabalho mostrou-se de facil
aplicacao para as amostras de racdes estudadas, podendo ser utilizado em
estudos de nutricdo animal ou de estabilidade dessas vitaminas em ragdes, e
mesmo no controle de qualidade das ragdes em industrias de produtos para a

alimentacdo animal.
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