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Resumo

O presente trabalho centrou-se na determinagdo simultédnea das vitaminas B1, B2,
B3, B5, B6, B9 e B12, em carne de bovino, com recurso a um simples e rapido método
cromatogréfico por HPLC.

Foram realizados véarios ensaios a fim de se optimizar a técnica de extraccdo mais
adequada e as melhores condi¢cdes cromatogréficas, para uma eficaz determinacdo das

vitaminas.

Apods a optimizacao da técnica de extrac¢do e separacdo/quantificagcdo procurou-se
estabelecer relacdes entre o teor de vitamina presente na carne e as caracteristicas dos

animais em estudo.

Os resultados demonstram que o método de extracgdo é eficaz para as vitaminas
B1, B2 e B6, uma vez que apresentaram taxas de recuperacdo dentro dos limites (61%;
55,5%; 76,4%, respectivamente). Em relagdo a linearidade, os coeficientes de correlagédo

obtidos para todos os casos demonstram que o método possui uma correlagéo elevada.

O estudo mostrou ainda, que os teores médios das vitaminas séo influenciados por

varios factores.

Através deste estudo, pode-se concluir que é possivel a determinacdo simultanea

das vitaminas do complexo B, de modo réapido e simples.

Palavras — chave: RP — HPLC, Vitaminas hidrossolaveis, Carne, Extracgéo, Influéncia




Abstract

The main objective of this study was the simultaneous determination of vitamins B1,
B2, B3, B5, B6, B9 and B12 in beef, using a simple and rapid HPLC method. Several tests
were conducted in order to optimize the extraction technique and the chromatographic

conditions for an effective determination of those vitamins.

After the optimization of the extraction and separation/quantification procedures it was
necessary to establish a relation between the content of the vitamin that exists in the meat

and the characteristics of the animal in study.

The results show that the extraction method is effective for vitamins B1, B2 and B6,
as the obtained recovery rates fall within the established limits (61.3%, 55,5%, and 76,4%,
respectively). Regarding linearity, the correlation coefficients obtained for all cases show that

the method has a high correlation.

The study also showed that the average levels of vitamins are influenced by several
factors.

Through this study, we can conclude that the simultaneous determination of vitamins
of the B complex is possible, using a fast and simple HPLC method.

Keywords: RP-HPLC, Water soluble vitamins, meat, extraction, influence




Extended Abstract

Meat is one of the most appreciated food sources by the consumers, lying on the top
of the food hierarchy. Having in mind that meat, essentially bovine, is a source of vitamin B, it
becomes essential to determine its contribution to the food diet.

Vitamins are organic compounds that have diverse composition. Although they are
necessary in just small amounts, they play a wide range of functions in our organism. The
fact that most of them are not synthetized by the organism makes it necessary its ingestion

through food, in order to prevent diseases resulting from the lack of this compound.

The traditional methods of determination require an individual analysis of vitamins,
leading to a longer time of study. The present work focuses in the simultaneous
determination of complex B vitamins in bovine meat, using a fast and simple HPLC method.
In meat, the most adequate method for the analysis of vitamins is the reverse-phase
chromatography (RP-HPLC). It was also necessary to optimize the technique and the
chromatography conditions more appropriated to the extraction and determination of the

vitamins.

The first stage of the optimization was the determination of the better extraction
method for the meat vitamins. After several trials, with different enzymes and applied
quantities, it was considered that the best extraction was made with the enzyme
takadiastase. The methodology of analysis of vitamins from complex B was based on the
procedures describe by Albala-Hurtado et. al (1997), even though some changes were made
in the composition of the mobile phase and in the running time. Several experiments were
performed in order to be a mobile phase of 0,1% TFA in water and ACN in 100%, a flux of
0,3 and 0,5 ml/min, a volume of injection of 100 ul and a total running time of 25 minutes. the
analysis by RP-HPLC was performed with a system of HPLC equipped with a silica reverse

phase C18 column and photodiode detector.

After the optimization step, the separation/quantification of the vitamins in study was
performed. For that purpose, samples from muscle Longissimus Dorsi (Ld) and Gluteus
Medius (Gm) from twenty female animals, with dry and lactations, were collected. These
factors allow determining the existence of a direct relation with the content of vitamins that

exist in meat.

The results show that the method of extraction is effective concerning the vitamins
B1, B2, B5 and B6, as they present recovery rates within acceptable limits (61%; 55,5%;

83,4%; 76,4%, respectively). The vitamins B9 and B12 presented very low recovery rates




because not all vitamins were adequately extracted from the samples. In future studies, it will
be necessary to review the method of extraction, especially concerning those vitamins,
taking into account their properties and sensitivities. Vitamin B3 presents a recovery rate
superior to what was established (140,8%) possibly due to the existence of interferences.

Regarding the possibility of influence of many factors on vitamins contents present
in the meat, it was found that were changes in values. The levels of vitamin Bl are
influenced by the type of muscle, the number of lactations affects vitamin B2, B3 and B9, and
the levels of B6 vary with the condition of production.

We can conclude that the main objective of this work, the simultaneous
determination of vitamins B, was accomplished, since five of the vitamins were determined
and showed a good linearity, limits of detection and quantification, and recovery rates. By
making appropriate changes to the extraction, it is expected that all vitamins of the B

complex can be determined.

Vi
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Enquadramento e Objectivos

A constante mudanga nos valores da sociedade tem conduzido a uma variagdo dos
gostos e das preferéncias dos consumidores. Neste sentido, os alimentos deixaram de ser
vistos apenas como 0 sustentaculo a sobrevivéncia, para passarem a ser apreciados
(Pearson, 1999).

A carne, objecto de analise neste estudo, €, de todas as fontes alimentares, a que
tem acompanhado o Homem durante a sua evolu¢cdo (Holm, 2000). Devido as suas
apelativas caracteristicas sensoriais (Pearson, 1999), elevado valor nutricional, fonte de
proteina animal, minerais e vitaminas (Leonhardt, 1997; Valsta et al., 2005; Williams, 2007),
a carne torna-se um dos componentes essenciais das dietas. Contudo, pode apresentar
caracteristicas com efeitos prejudiciais a saude, como o colesterol (Pratiwi et al., 2006;
Wood et al., 2003). Um consumo moderado de carne pode beneficiar o valor nutritivo da

refeicdo, contribuindo para a saude no curto e longo prazo (Miller, 2002).

Em Portugal, o consumo anual de carne per capita tem vindo a aumentar (Rodrigues,
2005), tendo-se registado, em 2002, um consumo de 105,6 kg (INE, 2004). Embora a carne
de suino ocupe uma posicdo de destaque, com uma quota de 42%, seguida da carne de
animais de capoeira, com 31%, o consumo da carne de bovino tem vindo a crescer
registando-se, nos ultimos 10 anos, um aumento de 16% (INE, 2010). Este crescimento
traduz-se no aumento da confiangca dos consumidores no consumo de carne de bovino,
confianga esta que foi afectada com o aparecimento da BSE (Bovine Spongiform
Encephalopathy), em 1995 (Rodrigues, 2005).

No sentido de voltar a ganhar a confianga dos consumidores, tem-se verificando uma
nova aposta na producdo de carne, com base num sistema extensivo, que assenta no
consumo de pastagens (Rodrigues, 1997). O facto da alimentagéo ser a base de pastagens,
pode contribuir para o aumento da confiangca dos consumidores. Para além de assegurar um
consumo seguro, estes sistemas tém como objectivo a obtencédo de carcagas mais magras,
de cor escura e com um flavour relacionado com as espécies vegetais ingeridas (Miller,
2002).

Sendo a carne de bovino uma importante fonte de vitaminas do complexo B, é
importante conhecer os seus teores relativos, assim como estes podem estar relacionados

com determinados factores de producdo animal.

Este estudo tem como principal objectivo a determinacdo simultdnea de sete

vitaminas do complexo B na carne de bovino, por HPLC. Apos a optimizacdo das técnicas

Xiv



de extraccdo e separacdo/quantificagdo, procurou-se estabelecer relagbes com as

caracteristicas dos animais em estudo.
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Introdugao

1. Carne e o seu papel na alimentacéao

A alimentacdo e a nutricdo sempre foram vistas como importantes para a satisfacao
das necessidades do organismo. Nos ultimos anos, esta ideia tem vindo a sofrer alteragbes
tendo sido dada uma maior atencéo a alimentagédo e a sua relagdo com a saude (Golan,
2008). Os consumidores estdo cada vez mais preocupados em ter uma dieta equilibrada,
pois sdo varios os beneficios (Ferreira et al., 2000).

Desde sempre, a carne é dos alimentos mais consumidos e privilegiados pelos
consumidores, encontrando-se no topo hierarquico dos alimentos (Holm, 2000).

Tal como muitos outros, 0 consumo de carne ndo tem como Unico objectivo saciar a
fome e proporcionar momentos agradaveis a mesa dos consumidores, apresenta igualmente
elevada importancia na dieta, uma vez que fornece muitos nutrientes necessarios a saude e
bem-estar (Pearson, 1999). Este alimento é visto como um componente basico na
alimentagcdo em paises desenvolvidos, apresentando-se como importante fonte de proteinas
de elevado valor biologico. E também responséavel pelo fornecimento de aminoacidos
essenciais, vitaminas lipossolUveis e do complexo B, excelente fonte de lipidos essenciais e
de ferro e zinco numa forma altamente assimilavel pelo organismo (Leonhardt, 1997; Valsta
et al., 2005; Williams, 2007).

Apesar de a carne ser um alimento indispensavel ao Homem do ponto de vista
nutricional, deve ser consumida com moderacédo, uma vez que pode apresentar um elevado
nivel de gordura e colesterol, assim como um certo desequilibrio na composicdo de acidos
gordos. Estas caracteristicas s@o consideradas nocivas para a saude, encontrando-se
associadas ao desenvolvimento de doengas (Wood et al., 2003), como obesidade e certos
tipos de cancro (Biesalski, 2005).

Sao muitas as contestacdes no que diz respeito a
ingestao de carne vermelha na alimentagdo humana, como
€ 0 caso da carne de bovino (Figura 1), com restricbes
principalmente focadas no seu teor em gordura saturada e
colesterol (McAfee et al. 2010; Pratiwi et al. 2006). Dessa

forma, o consumo de carnes brancas, tais como o frango e

0 peixe, acabam por ser incentivados. Quando comparada 5 .

Fig.1 — Carne de bovino.
com a carne vermelha, as carnes brancas apresentam  Fonte: An6nimo, 2010
menores quantidades de gordura saturada e colesterol,

contudo o seu teor médio em ferro é inferior (Pratiwi et al. 2006).




Introdugao

Independentemente do tipo de carne escolhida, o consumidor final procura,
normalmente, carne com boa aparéncia e palatabilidade. Os consumidores estdo hoje mais
cientes de outras questdes, como a seguranca alimentar, ndo descurando aspectos
relacionados com a salubridade e o bem-estar animal (Sarcinelli et al., 2007).

Embora a carne seja um alimento essencial nas dietas, o seu consumo pode ser
afectado devido a questdes relacionadas com a seguranca alimentar: o uso de hormonas na
producdo de carne bovina, a presenca de residuos de medicamentos e pesticidas, e 0
aparecimento de casos de BSE (Cunha, 2008). De modo a diminuir o receio do consumidor,

tem havido uma crescente oferta de produtos com denominac¢éo de origem protegida.




Introdugao

2. Qualidade da carne

O conceito qualidade de um produto alimentar, tem sofrido alteracdes ao longo dos
tempos. Segundo Peri (2006), qualidade traduz-se na “aptiddo para o uso” de um produto.
De acordo com a definicdo da 1SO 9001 a qualidade é “o conjunto das propriedades ou
caracteristicas de um produto ou servico que lhe conferem capacidades para satisfazer os
requisitos implicitos ou explicitos do consumidor”. No contexto da carne, este termo engloba
varias propriedades que a tornam, depois de cozinhada, num produto ndo apenas
comestivel, mas também apelativo e apetecivel, para além das propriedades nutritivas e

funcionais, cada vez mais exigidas por parte dos consumidores (Matos, 2010).

Os atributos sensoriais dos alimentos sdo os componentes da qualidade que
exercem maior influéncia na aceitabilidade revelada pelos consumidores (Love, 1999). No
entanto, no momento da compra, 0os consumidores baseiam as suas escolhas ndo sé em
aspectos como a cor, a tenrura, a suculéncia e o flavour, mas também o preco, a marca e o
tipo de producgédo (Bernués et al., 2003; Mancini, 2005; Xiong, 1999).

De entre estes factores, a tenrura é o atributo que mais influencia a opinido do
consumidor, estando este disposto a pagar pregos superiores por carne tenra (Huffman et
al., 1997; Schonfeldt, 2011). Esta ¢é influenciada pela qualidade do colagénio presente na
carne, que diminui com a idade do animal (Matos, 2010). Contudo, a tenrura esta também
relacionada com a raca, o sexo e a idade do animal, e o grau de maturacédo da carne (Raga
e genotipo) (Schonfeld, 2011; Matos, 2010).

No momento da escolha, o consumidor faz a avaliagcdo da carne através da cor que
esta apresenta (Sarriés, 2006), sendo a mioglobina a principal proteina responsavel por
essa cor (Mancini, 2005). A variagcdo da cor da carne esta dependente de factores
intrinsecos (raga, sexo, pH da carne) e extrinsecos (temperatura, disponibilidade de

oxigénio, embalagem, entre outros) (Bekhit, 2005).

A uniformidade da cor da carne é um atributo importante. Na carne de bovino, a cor é
percebida, pelo consumidor, como um indicador de frescura e salubridade; se esta
apresentar uma cor acastanhada, pode ser associada a uma matéria-prima retardada ou
com deficiente qualidade higiénica, sendo rejeitada (Morrissey et al., 1994; Ouali et al.,
2006). A cor da carne também pode sofrer alteracdes devido ao marmoreio (acumulacdo de
gordura intramuscular na carne bovina) e, uma grande acumulacdo de gordura conduz a

uma modificacdo da cor da carne (Fiems et al., 2000).
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Outra dos atributos que é valorizado na carne é a sua suculéncia, que depende da
quantidade de &gua retida no produto e da gordura acumulada (Bertram et al. 2007;
Pearson, 1999; Schonfeldt, 2011), a qual aumenta com a idade e o acabamento do animal
(Schonfeldt, 2011). Este atributo é fundamental na carne, pois facilita o processo de
mastigacao e realca o sabor quando em contacto com as papilas gustativas (Aaslyng et al.,
2003).

O flavour é outro dos atributos apreciados pelos consumidores, podendo apenas ser
avaliado na altura do consumo. Existem centenas de compostos que contribuem para o
sabor e o odor, sendo muitos deles alterados através do armazenamento e confeccdo da
carne (Calkins, 2007).
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3. Consumo de carne em Portugal

Em 2002, na Unido Europeia e num conjunto de 14 paises, Portugal encontrava-se
na 62 posicao (Figura 2) com um consumo anual per capita de 105,6 kg, sendo o principal
pais consumidor a Espanha, com 135,9 kg (INE, 2004).

Espanha
Dinamarca
Franga
Bélgica
Ifianda
Portugal
Lueermbargo
Aurstria

ttalia
Alemanha
Faises Baixos
Reina Unido
Grécia
Suécia
Finkéndia

L] 20 40 60 B0 100 120 140 160
Capitago (kg/hablano)

Fig. 2 — Consumo per capita do total de carnes, na UE em 2002. Fonte: INE, 2004

Em Portugal, o consumo de carne por habitante/ano tem vindo a aumentar
(Rodrigues, 2005). Em 2009 o consumo total de carne era de 113 kg/hab., sendo que 42%
era de carne de suino, seguida da carne de animais de capoeira, com 31%, e da carne de
bovino, com um consumo de 16,9%, como se pode ver pela Figura 3 (INE, 2010).

Consumo humano de carne per capita (kg/ hab.) por Tipo de carnes;
Anual

[Local de residéncia: Portugal]

120

ka! hab.

L T -]
: & & & & § & &

Periodo de referéncia dos dados

Total de carnes & miudezas Carne de bovinos B Carne de suinos

W Carne de ovinos e caprinos B Carne de animais de capoeira

Fig. 3: Consumo humano de carne per capita (kg), entre 1994 e 2009. Fonte: INE, 2010.
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Relativamente a evolucdo entre 1994 e 2009, a carne de aves apresentou maior
consumo per capita, +33,04%, seguida da carne de suino, +2,5% (INE, 2010). O consumo
de carne de bovino diminuiu, em 1996, devido ao aparecimento da BSE. Como se pode
verificar, pela andlise da Figura 3, o consumo de bovino diminuiu devido a falta de confianga
que o consumidor comecou a demonstrar levando a preferéncia de outras carnes.
Actualmente os consumos encontram-se semelhantes aos registados em 1994 (Rodrigues,
2005), pois tem-se verificado um aumento da confianca, por parte dos consumidores, no

consumo de carne de bovino.

Outro dos factores que influencia o baixo consumo de carne bovina, quando
comparada com outras carnes, é o preco de comercializagdo. Enquanto que o preco da
carne de frango ronda os 2,57 euros/kg, sendo a carne mais consumida, a carne de bovino

€ comercializada a cerca de 7 euros/kg (MADRP, 2007).

Em relacdo as carnes com denominacdes protegidas (DOP e IGP), estas
aumentaram a sua producdo em 12% em 2001. Este é um valor baixo, apresentando
apenas 1,9% da producéo total do pais (Rodrigues, 2005). Em 2003 (Figura 4), a producdo
total de carne de bovino foi de 105.772.000 kg, em que 4,1% representa carne certificada

(MADRP, 2007).

o | Producaa Total | Total produgoesdieenciadas DOP IGP ETG AB Rotulagem Facultatif
Espécie kg carcaca kg carcaca % ‘ kg carcaga % kg carcaca % kg carcaca % kg carcaca % kg carcaca %
|Bovina 105.772.000 4.387.578 41 ‘ 1.968.814 49 33.000 08 112.375 26 18.329 042 2.255.060 514
Ovina 22.428.000 354.278 1,6 34970 1,12 287.282 81,09 0 0,00 63.026 17,79 0 0,00
Caprina 1.730.000 26.125 1,5 6.854 26,24 16.930 64,80 0 0,00 2.3 8,96 0 0,00
Suina 354.875.000 a7.201 01 43700 99,16 0 0,00 0 0,00 3.507 084 0 0,00
Aves 271.441.000 4.031.841 15 0 0,00 0 0,00 0 0,00 12.164 0,30 4.019.677 99,70
Totais 756.246.000 9217.029 1.2 2393338 2597 37212 366 112375 0.0 29367 1,08 6274737 68,08

* ndo disponivel
Fig.4 — Reparticdo das quantidades de carne comercializada através de regimes de diferenciagdo e de
qualidade certificada. Fonte: MADRP, 2007

O aumento verificado, assim como a crescente procura por parte dos consumidores,
parecem indicar boas perspectivas para o futuro das carnes com nomes protegidos
(Rodrigues, 2005). As estatisticas apontam que em 2015 o consumo de carne certificada
aumente 21%, sendo que 13% ser& de carne de bovino. Este aumento € uma oportunidade
para os Agores, “que tém condigdes naturais para produzir carne de exceléncia, num longo

caminho a fazer desde o prado para o prato” (Alberto, 2000).
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4. Sistema de Producéo

- Sistema Intensivo

Um sistema de producéo intensivo, utiliza uma forma de exploracdo cujo objectivo é
a obtencéo de elevados rendimentos produtivos ho menor espaco de tempo, tirando partido
do seu potencial maximo de crescimento (Ferreira, 2008). E o sistema ideal para engordar
0s animais provenientes de exploracdes leiteiras ou provenientes de cruzamentos de racas

autoctones com ragas pesadas (Rodrigues, 1997).

Os animais utilizados geneticamente trabalhados nas suas caracteristicas,
apresentam ritmos produtivos elevados, rdpido crescimento, tamanho corporal grande e
indices de mortalidade e morbilidade baixos, mas uma vida util mais reduzida (Ferreira,
2008).

Nestes sistemas de produgdo, os animais encontram-se fechados (Figura 5) com o
méximo de densidade animal e mobilidade restrita. A alimentagdo baseia-se em planos
alimentares cuidados, utilizando-se alimentos concentrados de boa qualidade e suplementos
de vitaminas e minerais (Ferreira, 2008). Os beneficios da aplicagdo dos sistemas intensivos
baseiam-se, na eficiéncia na producgdo, alto rendimento, baixo risco e elevado lucro
(Hanekom, 2010).

Fig. 5 — Sistema de producéo intensivo. Fonte: Sobreira, s.d.

Os produtos resultantes de animais criados num sistema de produgdo intensivo
representam a massificacdo de producdo animal, com precos mais acessiveis, mas com

uma composic¢ao nutricional menos favoravel a satde dos consumidores (Ramos, 2008).
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- Sistema Extensivo

Este € um sistema de producdo mais associado a producdo de racas autdctones,
gque estdo adaptadas ao habitat (Dias, 2008). O crescimento dos animais é mais lento
(Rodrigues, 1997), pois estdo mais dependentes do meio ambiente do que da acc¢do do

Homem (Dias, 2008), proporcionando carne mais magra e de cor mais escura (Miller, 2002).

As instalacbes existentes sdo, normalmente, rudimentares ou temporarias. Os
animais devem estar adaptados as condicbes edafo-climaticas da zona e tendem a néo ser

geneticamente muito seleccionados (Reis, 2010).

A alimentacdo é constituida, principalmente, por pastagens naturais ou semeadas
(Figura 6) e por forragens que sdo usadas como suplemento em épocas de escassez de
pastagens (Rodrigues, 1997).

Os produtos DOP e IGP, como é o caso da Carne dos Acores, sdo resultantes de
animais criados em sistemas de producdo extensivo, oferecendo ao consumidor
caracteristicas organolépticas Unicas, a carne apresenta um flavour relacionado com as
espécies vegetais ingeridas, e com uma composicdo nutricional mais favoravel a saiade do
consumidor (Miller, 2002; Ramos, 2008).

Este sistema de producdo permite, ainda, conferir elevados padrdes de bem-estar
animal, dado que proporciona aos animais expressarem o seu reportério comportamental, e
por outro a existéncia de um equilibrio ambiental dado o baixo nivel de inputs (Pereira,
2008).
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5. Carne dos Acores: “Fruto da pastagem”

Actualmente, os Acores tem comercializado carne de bovino cujos animais sé&o
produzidos em pastagens, o que confere ndo s6 a producdo de carne sem recursos a
produtos quimicos e prejudiciais a saude, como também uma carne com valores nutricionais
superiores a outras carnes comercializadas (Pereira, 2008).

5.1. O arquipélago dos Acores

Os Acores situa-se no Oceano Atlantico, entre a
Europa e a América do Norte, apresentado uma area de 2,332
km? dividida em nove ilhas. O clima é temperado himido, com
uma temperatura média a rondar os 17,5 °C e elevada

precipitacdo. Estas condi¢cbes edafo-climéaticas proporcionam

abundantes pastagens que permitem o apascentamento dos  Fig.7 — Pastagens dos Acores
bovinos em meio natural durante todo o ano (Carne dos Fonte: Came dos Acores, s.d.

Acores, s.d.; Caderno de especificacdes, s.d.).

As pastagens (figura 7) e prados sao téo importantes, que a sua ocupagédo € de 94%
da superficie agricola util (Carne dos Agores, s.d.).

Actualmente existem 448 exploracdes (figura 8) aprovadas para a producdo de
bovinos, em todas as ilhas & excep¢édo do Corvo. A area média de exploragéo situa-se nos
30 hectares, com uma média de efectivos de 50 animais, dos quais 23,5 sdo vacas

aleitantes (vaca destinada a criagcdo de vitelos para producdo de carne) (Carne dos Acgores,
s.d.).
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Fig.8 — Localizacéo das Exploracdes. Fonte: FAA, s.d.
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No sentido de diferenciar um produto com qualidade distinta, e servir 0s
consumidores mais exigentes, desenvolveu-se o0 conceito de carne certificada. A mais-valia
desta carne, encontra justificacdo na crescente tendéncia que os consumidores tém para
procurar produtos com qualidade, nomeadamente carne produzida em regimes extensivos

cuja alimentacao se baseia na utilizacao de pastagens (Pinto de Andrade et al., 1999).

A Carne dos Acores — Indicacao Geogréfica Protegida (IGP), surgiu na sequéncia de
proteger a qualidade distinta do seu produto e em amplifica-la aos seus consumidores. Em
2000, a carne foi reconhecida a Indicagcdo Geogréfica e no ano de 2003 a Proteccao pela
Comissado Europeia, fazendo assim da Carne dos Acores — IGP, parte da lista de produtos
de carne fresca de qualidade onde se encontra também a Carne Mirandesa (Carne dos
Acores, s.d.).

Para obter uma classificagdo de IGP (Figura 9), a carne tem que
cumprir certas especificagdes. Designa-se como Carne dos Agores —
IGP, a carne obtida de bovinos nascidos, criados e abatidos na Regido

Auténoma dos Acgores, com caracteristicas da carne segundo a classe

etaria e os moldes tradicionais de producdo (Caderno de Fig.9 - Indicacao Geogréfica

especificages, s.d.). Protegida. Fonte: An6nimo, s.d.

A carne dos Acores provem de crias alimentadas com leite materno, pelo menos até
aos 3 meses. A partir desta idade é fornecida uma alimentagéo tradicional, constituida por
erva das pastagens naturais ou melhoradas. Até serem abatidos, os animais s&o
alimentados com pastagens, sendo muitas vezes complementada a sua alimentacdo com
silagens e fenos obtidos nas proprias pastagens e com concentrados energéticos e

proteicos (Governo dos Agores, s.d.).

Para a producdo de Carne dos Acores, as racas mais
utiizadas sdo a Charolesa, a Limousine e a Simmental
Fleckvieh (Carne dos Acgores, s.d.). Contudo, as amostras para
este estudo provém da raca Holstein Frisia (Figura 10),

igualmente usada nos Acores. Esta raca, também conhecida f

. , _ B0, < Sl R
como taurina, € uma raca de elevada estatura, facilmente Fig.10 — Raca Holstein Frisia
Fonte: AgroPortal, 2003

identificada pelo padrdo malhado que estes animais
apresentam (APCRF, 2008).

Os bovinos de raca Frisia sdo animais de temperamento calmo, sem prejuizo de
grande vivacidade (Agroquisa, s.d.). S&o animais precoces de grande corpuléncia, podendo
atingir 1,54m de altura e pesar 600 a 700 kg (APCRF, 2008). A boa capacidade corporal, o

esqueleto apto a suportar, o térax amplo e um abddémen volumoso proporcionam aos

11
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animais desta raca uma nitida aptidao leiteira, mas também uma Optima qualidade da carne
(Agroquisa, s.d.; APCRF, 2008).

5.2. Caracteristicas da Carne dos Acgores

As caracteristicas desta carne estao intimamente ligadas, por um lado, as condic6es
edafo-climéticas dos Acores, propicias a criacdo de gado em pastagens naturais e, por
outro, aos métodos ancestrais de alimentacdo e conducdo do gado seguido pelas

populacBes da regido (Governo dos Acgores, s.d.).

Trata-se de uma carne tenra, de cor rosada, com ligeira
infiltracdo de gordura a nivel intramuscular, grande suculéncia,
textura macia, detentora de um aroma e sabor caracteristicos,

proprios e inerente ao modo de producdo tradicional,

nomeadamente a forma de pastoreio e ao tipo de alimentacdo :
Fig.11 — Carne dos Acgores

(Figura 11) (Carne dos Acores, s.d.; Governo dos Agores, s.d.).  Fonte: Carne dos Agores, s.d.

BN

Os animais, cuja producdo é feita a base de pastagens, apresentam um valor
nutricional/dietético superior a outras carnes, e um sabor diferenciado quando comparado

com animais produzidos em regimes cerealiferos (Carne dos Acores, s.d.).

Tém sido realizados estudos, que demonstram que carne criada em pastagens
contém elevadas concentragbes de [(3-caroteno (provitamina A), a-tocoferol (vitamina E),
baixo teor de gordura, elevados niveis de acidos gordos w-3, melhor relacao entre os acidos
gordos w-3: w-6 e elevados niveis de acidos gordos polinsaturados, mais propriamente em
acido linoléico conjugado (CLA). Todas estas substancias apresentam efeitos biolégicos
benéficos para a satde humana (Carne dos Acores, s.d; Costa et al., 2008)

O B-Caroteno (provitamina A) é o carotendide predominante nas carnes e produtos
variados (Prates et al., 2006). Como um supressor de espécies reactivas de oxigénio (como
0 singleto de oxigénio), protege os acidos gordos insaturados e os lipidos de sofrerem
oxidagdo (Muramoto et al., 2003), o0 que pode afectar a estabilidade da qualidade da carne.
Devido a sua accao antioxidante, pode ter influéncia no controlo de doengas como o cancro

e a aterosclerose (Prates et al., 2006).

Em relagdo ao a-tocoferol, € uma vitamina lipossolivel com uma forte acgéo
antioxidante, protegendo as células contra os efeitos dos radicais livres (Ball, 2004). Estudos
realizados a carne de pasto, concluem que esta pode apresentar niveis de vitamina E

superiores em relacdo a outras carnes (Mutetikka, 1993).
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Quanto aos 4cidos gordos w-3, estes sdo essenciais a salude e sao obtidos através
da alimentacdo, contribuindo para a diminuicdo dos niveis de colesterol e triglicéridos
(Tsang, 2005). Um equilibrio inadequado entre o0 w-3 e w-6 contribui para o
desenvolvimento de doencas como hipertensdo, diabetes, artrite, osteoporose, doencas
inflamatérias e cancro (Simopoulos, 2008). Animais produzidos em pasto apresentam
maiores quantidades de w-3, como o &cido eicosapentaendico e o acido docosahexaendico,
favoraveis a saude humana (Wood et al., 2003).

As pastagens séo ricas em CLA e, portanto, os animais de pasto podem apresentar
teores superiores quando comparado com o0s animais alimentados através de racbes
(Caviedes, 2011). O CLA tem sido indicado na protec¢do contra o0 cancro, combate ao
colesterol, controle da diabetes e doencas cardiovasculares (Schmid, 2006).

Segundo Jerénimo Pinto “quando estas informag¢des sdo colocadas no rétulo, as
pessoas passam a olhar para a carne de forma completamente diferente, e nada melhor do
que publicar todos os beneficios que a carne dos Agores tem, porque isto sé traz vantagens”
(Pinto,2010).

A qualidade da Carne dos Acores pode ser considerada um auténtico “fruto da

pastagem”!
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6. A carne como fonte de vitamina B

Até ao inicio do século XX, permaneceu a ideia de que o valor nutritivo da carne
estava relacionado com o seu conteido em sais minerais, hidratos de carbono, lipidos e
proteinas. A partir de entdo, foi reconhecido que a presenca de pequenas quantidades de
substancias organicas especificas era necessaria ao organismo, levando a sua falta a

doencgas como o escorbuto, o raquitismo, a pelagra e o beribéri (Ball, 2004).

As vitaminas sdo compostos organicos de natureza e composicdo variada, que
embora sejam necessarias em pequenas quantidades, desempenham uma ampla gama de
funcdes no organismo (Diéguez, 1997). S8o necessarias para a sintese de co-factores
essenciais e para um grande numero de reac¢gBes metabdlicas controladas por enzimas e

co-enzimas (Ball, 2006).

A maioria das vitaminas, com excepg¢éo da niacina e vitamina D, ndo sao sintetizadas
pelo organismo humano sendo fornecidas apenas pela dieta. Qdo estas dietas séo
desequilibradas e inadequadas, podem surgir varias doencas associadas a falta de certas
vitaminas (Ball, 2004).

S&o reconhecidas treze vitaminas, na nutricdo humana, sendo estas divididas em
dois grupos de acordo com a sua solubilidade: as hidrossollveis e as lipossoluveis (Ball,
2004; Chatzimichalakis et al., 2004). As vitaminas lipossollveis sdo representadas pelas
vitaminas A, D, E e K. As vitaminas hidrossolUveis incluem a vitamina C e as vitaminas do
complexo B (Ball, 2004). Esta simples classificacdo reflecte a biodisponibilidade das

vitaminas, e como a solubilidade influencia a absorgéo intestinal e pelos tecidos (Ball, 2006).

Neste trabalho serdo abordadas as vitaminas hidrossoluveis, vitaminas do complexo
B, nomeadamente: vitamina B1 (tiamina), vitamina B2 (riboflavina), vitamina B3 (niacina),
vitamina B5 (acido pantoténico), vitamina B6 (piridoxina), vitamina B9 (folato) e vitamina B12

(cobalamina).

Tal como acontece com outros produtos de origem animal, a carne de bovino é uma
excelente fonte de vitamina B12, fornecendo mais de dois tercos das necessidades diarias
(Williams, 2007). Contudo, a presenca das vitaminas pode diminuir, ou até desaparecer,

durante o cozimento (Lombardi-Boccia et al., 2005).

Por serem hidrossoluveis, as vitaminas do complexo B, ndo sdo armazenadas no
organismo de forma consideravel, sdo eliminadas pela urina, sendo necessario um

suplemento diario através da alimentacdo (Anderson, 2008).
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- Vitamina B1 (Tiamina)

A tiamina, também conhecida como

vitamina Bl1, foi a primeira das vitaminas

. + 4
hidrossolliveis a ser descoberta no inicio do CH, N|3 | CHy

z P . . , ’ 2&1 CH2CH20H
século XX. A sua deficiéncia no organismo é 575
responsavel pelo aparecimento do beribéri
(desordens do sistema nervoso), o que levou, (b) ‘ 0 0

[l [l
em 1885, a Marinha Japonesa a aumentar o J—CHECHQ —O0—+P —-0—P —OH
\ [

consumo de carne e vegetais na dieta da OH OH
. . Fig. 12 — Estrutura quimica da Tiamina (a) e
tripulagdo, uma vez que a doenca era prevalente 4, Tpp (b). Fonte: Ball, 2006.

no século XIX (Ball, 2004).

A tiamina é constituida por um anel de pirimidina e outro de tiazol, ligados por uma
ponte de metileno (figura 12) (Ball, 2006; Diéguez, 1997). E uma amina quaternaria,
apresentando-se como catido monovalente ou bivalente dependendo do pH da solugéo
(Ball, 2004). E comercializada na forma de hidrocloreto de tiamina, um pé cristalino branco,
facilmente soltvel em agua, pouco soltuvel em élcool e insolivel em gordura (Ball, 2006).

A Bl é uma das vitaminas do complexo B mais sensiveis a temperatura, levando a
grandes perdas durante o processamento térmico dos alimentos (Ball, 2006). Esta vitamina
€ igualmente instavel em solugdes neutras e a exposicdo ao ar (Diéguez, 1997).

Nos tecidos de origem animal, mais de 90% da tiamina esta presente na forma
fosforilada, com predominancia da tiamina difosfato (TDP). Em menores quantidades, estao
presentes a tiamina monofosfato (TMP) e a tiamina trifosfato (TTP). Nos produtos de origem
vegetal, a vitamina ocorre predominantemente na forma nédo fosforilada (Ball, 2004, Ball,
2006).

A TDP funciona como co-enzima na descarboxilacdo oxidativa do piruvato e do a —
cetoglutarato, no ciclo de Krebs. Actua como transportador intermediario do grupo aldeido
na descarboxilagdo do piruvato e nas reacgfes das transcetolases na via das pentoses
(Ball, 2004; Diéguez, 1997; Insel et al., 2007). A descarboxilagdo oxidativa do piruvato e do
a-cetoglutarato desempenham um papel fundamental no metabolismo energético da maioria
das células, desempenhando um papel essencial no tecido nervoso (Ball, 2004). Os
principais 6rgdos, onde a vitamina se deposita, sdo o cérebro, 0s rins, 0 coragdo e o
musculo (Ball, 2006).

Todos os tecidos de origem animal e vegetal contém vitamina B1l, podendo-se
encontrar em todos os alimentos naturais, ndo transformados. Contudo, as melhores fontes

incluem leveduras e extractos de leveduras, trigo, aveia, cereais integrais, nozes, coracao,
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rins, figado e carnes magras. Alimentos como hortalicas, frutas, ovos, carne de frango,

carneiro e de vaca, constituem fontes intermédias desta vitamina (Ball, 2004).

A vitamina B1 é apenas obtida através da alimentacao, pois o Homem néo consegue
sintetiza-la (Ball, 2004), e uma vez que nao € armazenada no corpo deve ser fornecida
diariamente (Kirschmann, 2006). A deficiéncia de vitamina B1 afecta o sistema nervoso e
cardiovascular; e ocorre devido ao consumo insuficiente de tiamina através da dieta e/ou
pelo aumento no requerimento durante a gravidez, lactacé@o, entre outros (Diéguez, 1997;
Ball, 2004). Os sintomas demonstrados pela falta desta vitamina sdo: anorexia, disturbios
gastrointestinais, neuropatia, fragueza muscular. Em casos mais graves pode causar

confusdo mental e até mesmo beribéri (Ball, 2004).

A dose diaria recomendada (DDR) de tiamina varia para o homem e para a mulher,
em resultado das suas diferencas de tamanho e uso de energia. Para um homem a partir
dos 19 anos, a DDR é de 1,2 mg/dia; para uma mulher, com a mesma idade, a DDR sera de
1,1 mg/dia. A gravidez e lactagdo aumentam os requerimentos de energia, devendo a
ingestdo de tiamina ser superior nestas fases. A recomendacdo de tiamina durante a
gravidez € de 1,4 mg/dia, enquanto que durante a lactacdo a DDR é de 1,5 mg/dia (Gropper
et al., 2009; Insel et al., 2007).

- Vitamina B2 (Riboflavina)

A riboflavina, ou vitamina B2, foi descoberta em OH OH OH

CHo— CH-CH—CH- CHz—R
1920 em extractos de leveduras, apresentando uma

HaC . \ A
capacidade de evitar a pelagra (Ball, 2004). Esta Umj%{’w

vitamina (figura 13) é composta por uma molécula de

isoaloxazina com cadeia lateral de ribitol (Ball, 2004; FPolevi R=0F

FMN R = 0—||=II’—OH

Gropper et al., 2009) e apresenta-se como percursor da o

flavina mononucleotideo (FMN) e da flavina dinucleotideo

: : _ i 0 L Vi

(FAD) (Kohlmeier, 2006), cujas caracteristicas fisico FAD R—0- P O.H o SnN i
quimicas sdo semelhantes a riboflavina (Ball, 2004). on jon Ot /o
: HH HH i

' HO OH |

Fig. 13 — Estrutura quimica da Riboflavina,

A riboflavina apresenta-se na forma de pé FMN e FAD. Fonte: Ball, 2004

cristaino de cor amarelo - alaranjado,

moderadamente solUvel em agua e insoluvel em acetona e éter (Ball, 2006). Ao contrario da
tiamina, a riboflavina € mais estavel ao calor e a oxidacdo, contudo, apresenta sensibilidade
a luz (Insel et al., 2007).
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Quando proveniente dos alimentos, a riboflavina encontra-se maioritariamente sob a
forma da co-enzima FAD e em menor quantidade sob a forma de FMN ligadas a proteinas
(Powers, 2003); no entanto, quando o bolo alimentar chega ao estbmago, o meio 4cido

propicia a libertacdo das co-enzimas.

As co-ezimas FMN e FAD participam em numerosas vias metabdlicas, como o ciclo
de Krebs e a via da B-oxidacdo (Insel et al., 2007). Estas co-ezimas actuam como
transportadores de electrdes e hidrogénio, dando origem a FMNH, e FADH,, participando
numa série de reaccdes de oxidacdo-reducdo fundamentais no metabolismo energético
(Insel et al., 2007; Powers, 2003).

As deficiéncias da riboflavina sdo raras, uma vez que estdo relacionadas com o
metabolismo de outras vitaminas, verificando-se uma deficiéncia conjunta de diferentes
vitaminas. Os sinais que demonstram a falta da riboflavina incluem feridas no canto da boca
e no nariz, a lingua fica brilhante, lisa e inflamada e problemas de visdo (Ball, 2004;
Delgadillo, 2009). Actualmente, tem-se verificado um especial interesse pela riboflavina, pois
tém sido realizados estudos que demonstram que podera ter um papel de protec¢do contra

alguns tipos de cancro e doencgas cardiovasculares (Powers, 2003).

De modo a evitar as deficiéncias, o fornecimento da vitamina B2 é feito através da
alimentacdo, uma vez que o Homem n&o a consegue sintetizar (Ball, 2004). Extractos de
levedura sdo a melhor fonte natural de riboflavina, sendo a carne, o leite, os ovos e o queijo
outras fontes adequadas desta vitamina. Os cereais, 0s vegetais e 0s legumes, embora
sejam uma fonte de riboflavina, apresentam teores mais baixos (Ball, 2004; Kohlmeier,
2006).

Tal como acontece na tiamina, a DDR para o homem é superior a da mulher, sendo
de 1,3 mg/dia e 1,1 mg/dia, respectivamente. Durante a gravidez e a lactacdo, as
necessidades de energia aumentam, de modo a que a DDR sobe para 1,4 mg/dia durante a

gravidez e 1,6 mg/dia durante a lactacao (Insel et al., 2007; Kohimeier, 2006).

- Vitamina B3 (Niacina ou PP)

Em 1867, cientistas produziram uma substancia, a qual designaram por acido
nicotinico, através da oxidacdo da nicotina do tabaco. Setenta anos depois, Conrad
Elvehjem demonstrou que o acido nicotinico curava os cdes de uma doenca semelhante a
dos Humanos, a pelagra. No inicio dos anos 1940, a vitamina foi re-baptizada com o nome

de niacina, de modo a néo ser confundida com a nicotina (Insel et al., 2007).
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A vitamina B3 pode surgir sob a forma de nicotinamida ou niacinamida e acido
nicotinico ou niacina (figura 14) (Denu, 2005; Rose-Sallin et al., 2001). A nicotinamida € um
derivado do acido nicotinico, constituida por uma amida que substitui o grupo carboxilo.
Quando desaminada, no organismo, € nutricionalmente equivalente ao acido nicotinico (Ball,

2004). Tal como as outras vitaminas B, a niacina participa em cerca de 200 vias metabdlica

(Insel et al, 2007).
A 4 o
5 /““T COOH [/ | CONH,
61 JE I~
M M
acido nicotinico nicotinamida

Fig. 14 — Estrutura quimica do acido Nicotinico e da Nicotinamida. Fonte: Ball, 2004.

s

O é&cido nicotinico é moderadamente sollivel em agua e etanol, apresentando
insolubilidade em éter e acetona. A nicotinamida é facilmente solavel em 4gua e etanol,

apresentando também solubilidade em acetona e éter (Ball, 2006).

Tanto a nicotinamida como o acido nicotinico, no estado seco e em solu¢des neutras,
resistem ao oxigénio, a luz e ao calor. As co-enzimas oxidadas (NAD" e NADP") sdo labeis

em meio alcalino e as reduzidas (NADH e NADPH) sao labeis em meio acido (Ball, 2006).

s

A nicotinamida é a componente de duas co-enzimas relacionadas: a NAD" e a
NADP*, que desempenham um papel chave nas reaccGes de oxidacdo-reducdo do
metabolismo (Insel et al., 2007). Estas co-enzimas actuam como transportadores de
electrdes e hidrogénio em varias reac¢des metabdlicas, como a sintese de acidos gordos e

a sintese final de ATP durante a fosforilagdo oxidativa mitocondrial (Denu, 2005).

No sentido exacto da palavra, a niacina ndo € uma vitamina (composto essencial que
precisa de ser incorporado na dieta), pois a vitamina B3 é uma das poucas vitaminas que
pode ser sintetizada no organismo (Ball, 2004). A sua sintese é realizada a partir do
aminoacido essencial L- triptofano que é absorvido no intestino apds digestao de proteinas.

Para se obter 1 mg de niacina sdo necessérias 60 mg de triptofano (Ball, 2004).

by

Devido a contribuicdo do triptofano, os alimentos que contém proteinas sao
importantes para o fornecimento de niacina (Ball, 2006). As melhores fontes sdo a carne
vermelha, aves, figado e leguminosas, pois contém elevados niveis de niacina e triptofano.
Outras fontes sdo os amendoins, 0s cereais, 0 pao e o café. Os queijos e 0s ovos sao fontes
relativamente pobres em niacina, contudo contém elevadas quantidades de triptofano (Ball,
2004).
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A deficiéncia desta vitamina pode resultar no desenvolvimento da pelagra, cujos
sintomas incluem fadiga, cefaleia, depresséo, falta de memoria, erup¢do cutédnea apoés
exposicdo ao sol e vomitos (Ball, 2004; Kohlmeier, 2006). Estudos recentes demonstram
que os beneficios da vitamina B3, para a salde, vao para além de prevenir esta doenca.
Varios relatérios indicam que a niacina ajuda a combater a diabetes, a aterosclerose e o
colesterol, contribuindo, ainda, na recuperagédo de queimaduras e na prevencédo de cataratas
e cancro de pele (Denu, 2005).

De modo a evitar a deficiéncia da vitamina B3, devem ser consumidas quantidades
de niacina de acordo com os valores estabelecidos, em que as recomendagfes de ingestédo
sdo expressas em equivalente de niacina (EN), uma vez que o termo é designado para
referir 1 mg de niacina ou 60 mg de triptofano. A DDR para homens adultos é de 16 mg de
EN por dia e para as mulheres adultas é de 14 mg de EN por dia. Para as mulheres, estes
valores aumentam para 18 mg de EN por dia durante a gravidez e para 17 mg de EN por dia

durante a lactagéo (Insel et al., 2007).

- Vitamina B5 (acido pantoténico)

Em 1930, Roger J. Williams descobriu que as leveduras necessitavam de um
determinado nutriente para crescer, a que lhe chamou de acido pantoténico, sendo isolada,

pela primeira vez, em 1938 (Ball, 2004; Insel et al., 2007).

O acido pantoténico (figura 15) compreende um derivado do acido butirico (acido
pantdico) ligado por uma ligacdo peptidica ao aminoacido B-alanina (Ball, 2004).
¢Hs
HOOC —CH; —CHos—MNH—CO —CHOH— IIS—CHEOH
CHs

Fig. 15 — Estrutura quimica do acido pantoténico. Fonte: Ball, 2004

A vitamina B5 é facilmente solGvel em acetato de etilo e 4gua, mas pouco sollvel em
éter etilico. A sua estabilidade é altamente dependente do pH. Ao contrario de outras
vitaminas do complexo B, a B5 torna-se mais estavel quando o pH da solucdo aumenta,
apresentando-se estavel a pH entre 5 e 7. Abaixo e acima destes valores, as solucfes de
acido pantoténico sdo termolabeis. Embora apresente boa estabilidade na maioria dos

alimentos durante o processamento, apresenta-se susceptivel a lixiviagao (Ball, 2006).

O acido pantoténico ocorre, em alimentos, na forma livre e ligada. Cerca de 85% do

acido pantoténico ocorre ligado a coenzima A (CoA) (Gropper et al., 2009). A actividade
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biolégica da vitamina B5 é atribuivel a sua incorporacéo na estrutura molecular da CoA e na
proteina transportadora de acilo. Como componente da CoA, o &cido pantoténico é
essencial para numerosas reacc¢des envolvidas na libertacdo de energia dos aminoacidos,

gordura e ac¢uUcares (Ball, 2006).

O Homem ndo consegue sintetizar o acido pantoténico, dependendo das fontes
alimentares para adquirir esta vitamina. A vitamina B5 é particularmente abundante nos
orgdos animais (figado, rim, coracdo) e também na gema de ovo, amendoins e favas. A
carne magra, o leite, a batata e hortalicas verdes contém menor quantidade desta vitamina,
mas seréo importantes fontes se consumidas em quantidades suficientes (Ball, 2004).

Numa dieta pobre em &cido pantoténico, os sintomas observados séo a fadiga, dores
de cabeca, sensacgédo de fraqueza, dorméncia e a sindrome de “pés queimados” (Ball, 2006).
De modo a evitar a deficiéncia de vitamina B5, a ingestéo diaria (IA) para adultos, homens e
mulheres, € de 5 mg/dia. Estes valores aumentam para as mulheres se estas estiverem
gravidas ou a amamentar, sendo 6 mg/dia e 7 mg/dia, respectivamente (Gropper et al.,
2009; Insel et al., 2007).

- Vitamina B6 (Piridoxina)

A vitamina B6 foi descoberta quase como um produto secundario dos estudos sobre
a pelagra, adquirindo uma maior importancia com a descoberta do seu papel fundamental

na nutricdo humana e animal, na década de 40 (Bayer, 2008).

O termo de vitamina B6 é a descrigdo genérica dos derivados do 3-hidroxi-2-
metilpiridina (Ball, 2006), apresentando a mesma actividade biolégica que a piridoxina (Ball,
2004). A vitamina B6 engloba 3 compostos: piridoxina (PN), piridoxal (PL) e piridoxamina
(PM), que possuem, respectivamente, alcool, grupo aldeido e amina na posicéo 4 (figura
16); e os seus respectivos ésteres 5’- fosfato designados por piridoxol fosfato (PNP),
piridoxal fosfato (PLP) e piridoxamina fosfato (PMP) (Ball, 2006).
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CH,OH CHO
HO _CH,CH HO = CH,OH
| |
» s
HaC ™ N HyC™ N
Piridoxina . Piridoxal
PN PL
CH;NH,
HO CH,OH
D
o
H3C [
Piridoxamina
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Fig. 16 — Estrutura quimica da PN, PL e PM. Fonte: Arruda, 2009.

A vitamina B6 é facilmente sollvel em agua e pouco solavel em etanol. Apresenta
instabilidade durante o tratamento térmico prolongado e ndo é sensivel ao ar. A estabilidade
da vitamina B6 em alimentos processados e armazenados esta dependente do derivado
presente no alimento, pois o PN € mais estavel ao calor do que o PL ou o PM (Ball, 2006).

Esta vitamina é essencial ao organismo, devido a sua participacdo em mais de 100
reac¢des enzimaticas, incluindo o metabolismo das proteinas, hidratos de carbono e lipidos;
esta envolvida na conversao do triptofano em niacina, no metabolismo do acido félico e na

sintese e regulacdo de hormonas (Kannan, 2003).

A deficiéncia da vitamina B6 é rara uma vez que esta presente, em quantidades
consideraveis, em varios alimentos. Os sintomas mais evidentes caracterizam-se por
distarbios gastrointestinais e mudancas epiteliais (Ball, 2004). Segundo Cho (2005), as
deficiéncias da vitamina B6 podem influenciar a taxa de deterioragdo funcional mental e
fisica, pois niveis insuficientes podem estar associados a doengas cardiovasculares e

podem contribuir para distdrbios neuroldgicos.

O Homem ndo consegue sintetizar a vitamina B6, sendo esta obtida através da
alimentacédo, encontrando-se principalmente como PN, PLP e PMP (Ball, 2004). A piridoxina
ocorre principalmente nas plantas, enquanto que o piridoxal e a piridoxamina encontram-se
em produtos carneos (Mansur, 2009). Extractos de levedura e figado contém altas
concentracdes de vitamina, bem como os cereais integrais, as nozes, os legumes, a carne
magra, 0 peixe e a batata. Em quantidades mais baixas encontra-se no leite, ovos e fruta
(Ball, 2004).

No sentido de se evitar a ocorréncia de doencas associadas a deficiéncia de vitamina

B6, foram estabelecidas DDR. Para homens e mulheres, com idade superior a 19 anos, a
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DDR estabelecida é de 1,3 mg/dia. Para mulheres gravidas ou que se encontrem durante o
periodo de lactacdo, estes valores aumentam para 1,9 mg/dia e 2,0 mg/dia, respectivamente
(Otten et al., 2006).

- Vitamina B9 (Acido Folico, Folato)

Os termos folato e acido folico sdo normalmente usados como sinénimos da vitamina
B9. O folato € um termo genérico para indicar 0s componentes que ocorrem haturalmente
nos alimentos, apresentando uma actividade semelhante ao acido félico, que é um produto
sintético (Ruggeri et al., 1999). O termo “acido félico” (figura 16) refere-se especificamente
ao acido pteroilmonoglutamico (PteGlu). Nos alimentos, o anel pterina é reduzido para dar
origem ao 7,8 — diidrofolato (DHF) ou 5,6,7,8 — tetrahidrofolato (THF) (figura 17) (Ball, 2006).

OH .
J\4 N o H 3 2 O H COOH
3 ok .6 4;;’_>_
N = -CH Bt N—CH
37 e Ot
HoN~ SN“Ba N~ H 5 & pGH2
YCI:HE
COOH
Pterina - p-acido aminobenzéico L- 4cido
Acido félico

N | H
'“l:CHz—N—Fi ij2 N—R
I H

7,8-diidrofolato (DHF) 5,6,7,8-tetrahidrofolato (THF)

Fig. 17 — Estrutura quimica do &cido Félico, THF e DHF. Fonte: Ball, 2006

A forma biolégica do folato ndo é o &cido félico, mas sim o seu metabdlito reduzido
THF. O THF actua como portador de unidades de carbono em reacg¢fes bioquimicas que
levam a sintese das purinas (adenina e guanina) e a timina, que sdo a base do ADN (Ball,
2006).

O &cido félico é um po6 cristalino amarelo — laranja, praticamente insolivel em agua
fria e pouco sollvel em agua quente. Apresenta uma ligeira solubilidade em metanol e
nenhuma solubilidade em acetona, éter ou benzeno (Ball, 2006). Em relacdo a estabilidade,
€ extremamente vulneravel ao calor, luz ultravioleta e oxigénio (Insel et al., 2007). Pode
perder-se por lixiviagdo durante a cozedura dos alimentos, uma vez que apresenta

solubilidade em &gua quente (Ball, 2006).

O Homem nédo consegue sintetizar a vitamina B9, tal como acontece com varias

vitaminas deste complexo. Através de alimentos como os feijdes secos, ovos, verduras,
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laranja, ervilhas, cereais, sementes de girassol e amendoins, obtém-se boas fontes de
folato. Estes produtos além de baratos, encontram-se disponiveis durante todo o ano. A
carne e o0 peixe sdo pobres fontes desta vitamina, em comparacdo com 0s vegetais (Ball,
2006; Insel et al., 2007).

Uma vez que a vitamina B9 é essencial para a sintese de ADN e divisdo celular,
metabolismo de aminoacidos e maturacdo dos glébulos vermelhos, o consumo insuficiente
pode ter varias consequéncias (Insel et al., 2007). Em gravidas o consumo insuficiente de
folato pode afectar o feto, conduzindo a defeitos no tubo neural em consequéncia das
malformacdes que ocorrem na fase inicial do desenvolvimento fetal (Gjergja et al., 2006). De
modo a evitar problemas durante a gestagéo, as gravidas devem ter acompanhamento pré-
natal e tomar suplementos de &cido félico (Insel et al., 2007). A deficiéncia de folato pode
também provocar doencgas vasculares, anemia megaloblastica, diminuicdo dos glébulos

brancos e plaquetas e pode estar associado ao aparecimento de cancro (Bailey, 1999).

O organismo absorve cerca de 100% de acido félico dos suplementos e alimentos
fortificados, mas apenas dois tercos de folato presente naturalmente em alimentos. Para dar
conta desta diferenca, o valor de DDR é expresso em equivalentes de folato (EF). De modo
a evitar deficiéncias de vitamina B9, foram estabelecidas doses diarias. A DDR para homens
e mulheres, maiores de 19 anos, é de 400 ug de EF por dia. Para mulheres gravidas ou
lactantes, as doses aumentam significativamente passando a ser 600 ug de EF por dia para

gravidas e 500 ug de EF por dia durante a lactacao (Insel et al., 2007).

- Vitamina B12 (Cobalamina)

No inicio de 1920, Minot e Murphy demonstraram poder curar a anemia perniciosa,
através da ingestdo de figado. Em 1945, um principio activo foi concentrado a partir de
tecido hepatico, sendo em 1947 cristalizado por Lester Smith e Folkers, o qual foi designado
de vitamina B12 (Paniz et al., 2005).

A vitamina B12 é um termo genérico para o grupo de compostos, colectivamente
conhecidos como cobalamina, que exibem actividade anti anemia perniciosa (Ball, 2006). A
cobalamina é a maior e mais complexa de todas as vitaminas, estando presente em,

praticamente, todas as células humanas (Esperanca, 2011).
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menor em alcoois, fendis e etileno. Em acetona, HO

éter e na maioria dos solventes organicos  Fig. 18 — Estrutura quimica da Cobalamina.
. , Fonte: Paniz et al., 2005.

apresenta-se insoluvel (Ball, 2006). Quando em
solugdo, a vitamina B12 é termoestavel, mas

sofre decomposicao pela acgdo da luz, do ar, da humidade e dos alcalis (Esperanca, 2011).

A cobalamina desempenha um papel importante no metabolismo das proteinas,
gorduras e agucares, inclusive na absorgdo e conversao do 4cido félico na sua forma activa.
A vitamina B12 é um estimulante do sistema imunitario, parecendo apresentar uma acc¢ao
antioxidante e é responsavel pelo metabolismo normal do tecido nervoso (Esperanca, 2011;
Kirschmann, 2006). As co-enzimas mais activas sdo: a metilcobalamina e a 5-
desoxiadenosil-cobalamina. A metilcobalamina é importante para a conversdo da
homocisteina em metionina, com a transformagcdo do 5-metil-THF em THF. A 5-
desoxiadenosil-cobalamina participa na conversdo do metil-manonil CoA em sucinil CoA

(Esperanca, 2011; Santos, 2003).

A vitamina B12 é um produto do metabolismo bacteriano. A proteina animal é a Unica
fonte de vitamina B12 em quantidades significativas (Kirschmann, 2006). Esta vitamina nao
se forma nas plantas, embora possam apresentar tracos da sua presenca devido a
contaminacdes bacterianas ou vestigios de insectos. O figado € uma excelente fonte de
vitamina B12, bem como os rins e 0 coracdo. Carnes musculares, peixes, ovos, queijo e o

leite s&o outras fontes igualmente importantes (Santos, 2003).

Ao contrario de outras vitaminas hidrossollUveis, a B12 é armazenada em varios
tecidos do corpo, sendo as maiores concentracdes encontradas no figado, rins, coracgéo,
cérebro, sangue e medula 6ssea (Kirschmann, 2006). A excrecéo da vitamina € feita através

da urina (Stargrove et al., 2008).

O risco de deficiéncia de vitamina B12 esta associado a desordens gastricas, a

anemia perniciosa, desordens intestinais e insuficiéncia dietética. As manifestacfes clinicas
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de deficiéncia de vitamina B12 incluem a anemia, perda de peso, degeneracdo das fibras
nervosas e irreversiveis danos neurolégicos (Barrios et al., 1999; Stargrove et al., 2008;
Wang et al., 2007).

De forma a evitar as deficiéncias de vitamina B12, foram estabelecidas DDR. Para
homens e mulheres, de idade superior a 19 anos, a DDR € 2,0 yg/dia. Durante a gravidez e
a lactacdo as mulheres necessitam de DDR superiores passando a ser necessaria a
ingestédo de 2,5 pg/dia (Barrios et al., 1999).

6.1. Extraccao das vitaminas do Complexo B

Para a determinagdo das vitaminas do complexo B em carne, é necessaria uma
extraccao prévia a fim de facilitar a sua andlise. O método adequado de extrac¢do depende
dos seguintes critérios: a informacdo analitica necessaria, a analise de informacdes
exigidas, a natureza da matriz dos alimentos, a forma como a vitamina ocorre naturalmente
ou € adicionada (diferentes formas de vitaminas sao frequentemente encontradas em
carnes, vegetais e produtos lacteos), a natureza e relativas quantidades de substancias
potencialmente interferentes, a estabilidade da vitamina ao calor e pH e a selectividade e
especificidade do método analitico utilizado (Ball, 2006).

O procedimento de extraccdo para as vitaminas solUveis em agua inclui uma
hidrélise quimica da amostra, através da aplicacdo de &cido cloridrico (HCI) ou acido
sulfarico (H,SO,), uma hidrélise enzimatica e uma desproteinizagdo com Aacido
tricloroacético (TCA) (Ball, 2006).

- Vitamina B1 (Tiamina)

O procedimento de extracgdo, geralmente utilizado para a determinagéo do teor de
vitamina B1, envolve uma hidrélise quimica, a quente, com a finalidade de desnaturar as
proteinas e libertar as vitaminas da matriz, seguida por uma hidrélise enzimatica que permite

a ocorréncia da desfosforilacdo da vitamina, completando a sua libertacdo (Ball, 2006).

Sendo a amostra utilizada carne de bovino, pode ser autoclavada a 121 °C, durante
30 minutos, com HCI 0,1 M uma vez que as formas fosforiladas da tiamina ndo séo
degradadas, nestas condicbes (Ball, 2006; Ndaw et al., 2000). Por ser uma amostra
proteica, pode ser necessaria a adicdo de uma enzima proteolitica a fim de se dissolver as

proteinas desnaturadas durante a hidrélise anterior (Ball, 2006).
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Segundo van den Berg et al. (1996), num procedimento de extracgao “ideal” apds a
hidrélise acida segue-se uma hidrélise enzimatica, em que a amostra € incubada a 37 — 45

°C durante 4h com a enzima takadiastase.

- Vitamina B2 (Riboflavina)

7

Durante a extrac¢do da riboflavina, é necessério libertar a vitamina da matriz e
converter totalmente a FAD para a forma FMN. Ambos os requisitos sdo facilmente
realizados, através de uma autoclavagem das amostras a 121 °C, durante 30 minutos, com
HCl 0,1 M (Watts et al., 1947). Durante a hidrolise quimica, parte da coenzima FMN é
hidrolisada a riboflavina. A conversdo completa s6 pode ser alcancada por hidrolise
enzimatica, pelo uso da enzima takadiastase ou claradiastase (Ball, 2006). Para van den
Berg et al. (1996), a hidrélise enzimética ocorre pela ac¢do da enzima Takadiastase, durante
a incubacdo da amostra a 37 — 45 °C durante 18h.

- Vitamina B3 (Niacina)

O método de extraccdo da niacina, em amostras de carne, difere segundo varios

autores, resumindo-se, em todos, numa extensa hidrélise acida.

Segundo Windahl et al. (1998), o procedimento recomendado para a extraccao de
niacina passa por uma autoclavagem das amostras na presenca de 0,8 M H,SO,, por 2h a
121 °C ou através de um banho de agua durante 5h. Durante a autoclavagem a

nicotinamida é libertada da co-enzima e, simultaneamente, hidrolisada em acido nicotinico.

Lahély, S. et al. (1999), procedeu a extracgdo num banho de agua na presenca de
HCl (0,1 M), a 100 °C durante 1h. Uma parte do filtrado diluido e digerido foi entao
autoclavado a 120 °C, num meio de NaOH 0,8 M, durante 8h. Esta etapa apresenta como
objectivo a total conversao da nicotinamida em &cido nicotinico, de forma a que s6 este

possa ser determinado (Ball, 2006).

- Vitamina B5 (Acido pantoténico)

Antes da determinacdo do acido pantoténico é necessaria a sua libertacdo
principalmente da CoA. Uma vez que esta vitamina é sensivel a hidrélise acida e alcalina, a
Unica alternativa € a extraccao através de uma hidrélise enzimatica. (Ball, 2006; Gonthier et
al., 1998). Para esta extrac¢do podem ser usadas varias enzimas (Takadiastase, papaina,

Claradiastase), sendo aplicadas sozinhas ou associadas (Gonthier et al., 1998).
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- Vitamina B6 (Piridoxina)

Para a determinacdo da vitamina B6 em produtos de origem animal, procede-se a
autoclavagem das amostras com 0,055 M HCI, durante 5 h, a 121 °C (Ball, 2006).

A optimizacdo da extraccdo tem mostrado que a utilizacdo de uma hidrélise acida
mineral, a 121 °C durante 30 minutos, seguida de uma hidrélise enziméatica combinada de
fosfatase acida e B-glicosidade favorece a libertacdo das principais formas da vitamina B6
(Kall, 2003), sendo determinados maiores valores desta vitamina (Ball, 2006).

-Vitamina B9 (Folato)

De modo a extrair uma maior quantidade possivel de acido folico das amostras,
durante a hidrélise enzimatica devem ser adicionadas trés enzimas (conjugases, a —

amilase, proteases) (Ball, 2006; Ruggeri et al., 1999).

- Vitamina B12 (Cobalamina)

Os procedimentos de extrac¢ao da vitamina B12 tém, em geral, o duplo objectivo de
libertar a vitamina das proteinas e converter as formas labeis a uma forma mais estavel

(cianocobalamina ou sulfitocobalamina) (Ball, 2006).

O procedimento de extrac¢ao implica uma homogeneizacéo e autoclavagem (durante
10 minutos a 121 °C) da amostra com 0,1 M de tampao fosfato-citrato a pH 4,5 contendo
Na,S,0s. O processo térmico desnatura as proteinas, inactiva as enzimas e acelera a
hidrélise da cobalamina a sulfitocobalamina. Os métodos em que a amostra é aquecida
através de banho-maria, em vez de autoclavados, podem néo extrair completamente toda a

vitamina da matriz da amostra (Ball, 2006).

6.2. Determinacédo das vitaminas do Complexo B
6.2.1. Por HPLC

A escolha do método cromatogréfico depende dos processos de extracgdo e das
vitaminas a serem determinadas. Para as vitaminas sollveis em agua, os métodos incluem
cromatografia de fase normal e reversa, cromatografia por troca i6nica e cromatografia por
excluséo (Ball, 2006).
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia, HPLC (figura 19), € uma técnica de
cromatografia em que a fase mével € liquida e encontra-se sobre presséo, passando através
de uma coluna que contem a fase estacionaria, sendo um processo bastante eficiente e
rapido (Skoog et al., 2006).

valvula
para injecgao da amostra

pré-coluna

reservatorios [
de eluente

seringa
|| valvula
camara de
mistura
de eluentes registador
bomba |
——]
detector

Controlador
de gradiantes

Fig. 19 — Representacdo esquematica de um HPLC . Fonte: Anénimo, s.d.

Segundo Ball (2004), o método mais adequado para o estudo de vitaminas em carne

€ por cromatografia de fase reversa.

Através do RP-HPLC é possivel separar as moléculas com base nas suas diferencas
de hidrofobicidade (Analyticalventura, 2005). Nesta técnica, a fase estacionaria é apolar
sendo a coluna mais utilizada a C18 (octadecil - silica), em que a matriz de suporte (silica)
encontra-se ligada um n-alcano com 18 atomos de carbono (Quimica Analitica I, s.d.).
Quando a amostra é injectada no HPLC, esta percorre a fase estacionaria ficando retidas,
por mais tempo, as moléculas que apresentam maior afinidade com a coluna, através de
ligagBes hidrofobicas. As moléculas que apresentam menor afinidade atravessam a coluna
mais rapidamente. Apds atravessarem a coluna os analitos sdo detectados, por um detector
de UV/is ou Fluorescéncia, de comprimento de onda variavel, e gquantificadas. Cada
vitamina € identificada através do seu tempo de chegada (reten¢éo), que depende do modo

de interaccdo da vitamina com a fase estacionaria (Ball, 2006).
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6.2.2. Métodos bio - especificos para algumas vitaminas do Complexo B

Em alternativa ao HPLC, a determinacdo das vitaminas do complexo B pode ser
realizada através de métodos bio-especificos. Os métodos bio-especificos recorrem ao uso
de anticorpos ou a ocorréncia natural da ligacdo vitamina - proteina, para a determinacao
das vitaminas B5, B6, B9 e B12 (Finglas, 1994).

Os métodos que utilizam anticorpos sao classificados como imunoensaios, e
baseiam-se na interaccdo especifica de um anticorpo com o seu antigénio. Estes métodos
sdo representados pelo radioimunoensaio, utilizado por Walsh et al. (1980) para a
determinagdo da vitamina B5, e 0 ensaio imunoenzimatico, para a determinacado da vitamina
B5 e B6 (Ball, 2006).

Os ensaios de ligacdo as proteinas caracterizam-se por uma ligagdo natural das
vitaminas as proteinas, encontrando-se estas marcadas com radioactividade. Estes ensaios

séo utilizados para a determinagéo das vitaminas B9 e B12 (Ball, 2006).

A grande vantagem dos ensaios biolégicos, € que podem ser executados em matrizes
complexas. As diferentes etapas da andlise podem ser automatizadas, recorrendo a
equipamentos disponiveis comercialmente, mas o método sé pode ser descrito como semi —
automatico uma vez que € necessario libertar as vitaminas da matriz através de

procedimentos de extrac¢cdo manuais (Ball, 2006).

29



. MATERIAL E METODOS

N



Material e Métodos

A realizacao deste estudo decorreu no laboratério da Unidade Industrial Carnea do
INETI, no Instituto Nacional de Recursos BiolGdgicos, e teve como principal objectivo a
determinacédo e quantificacdo das vitaminas, do complexo B, na carne dos Acores.

1. Caracterizacdo dos animais usados para o estudo

Foram seleccionados para o estudo animais da rac¢a Frisia Holstein produzidos nos

Acores, recorrendo a um sistema extensivo.

2. Preparacao da amostra

Para o estudo em andlise adquiriu-se o lombo de 20 animais da raga Frisia Holstein.
O lombo com a respectiva estrutura 0ssea, vértebras lombares, e cobertura adiposa foi
adquirido junto da respectiva Associacdo de Produtores, nos Agores. Do lombo, foi
seleccionado o musculo Longissimus Dorsi e Gluteus Medius, desprovido de tecido adiposo
e respectivas fascias de tecido conjuntivo. O musculo limpo foi de imediato homogeneizado
com o auxilio de uma picadora Moulinex, sendo posteriormente dividida em pequenas
porcbes. As amostras foram embaladas a vacuo e mantidas a -80 °C até a execucao da

analise.

3. Procedimentos analiticos

Para a determinacdo e quantificacdo das vitaminas do complexo B, foi necessario
realizar varios ajustamentos de forma a obter um procedimento técnico que apresente
melhores resultados. Todos 0s ensaios realizados encontram-se esquematizados no anexo
1, bem como as quantidades utilizadas de cada reagente. Os resultados encontram-se

subdivididos pelos ensaios.

4. Determinac¢do simultanea das vitaminas do Complexo B
4.1. Equipamentos
e Polytron (Kinematica AG, Suiga);
e Autoclave (A.J.COSTA (irmé&os Ltd), Portugal);
e Potenciometro (Metrohm, Suica);

e Estufa a 37°C (Memmert, Alemanha);

31



Material e Métodos

e Filtros GHP ACRODISC 25 mm 0,45 um/PK (Labor Spirt, Lda).

4.2. Reagentes
e Acido Cloridrico 0,1M (Fixanal, Alemanha);
e Acetato de Sodio 2M (Merck, Alemanha);
o Claradiastase (Sigma — Aldrich, USA);
o Takadiastase (Serva, Heidelberg);
e Solucéo Acido tricloroacético (TCA) (Sigma — Aldrich, Alemanha) a 50%;
e Acido Cloridrico 0,01 M (Fixanal, Alemanha);

e TFA

4.3. Procedimento técnico

- Extraccao

Para todas as técnicas realizadas, pesou-se para um Erlenmeyer de 250 ml de vidro
de ambar 5 g de amostra de musculo homogeneizado, aos quais se adicionou HCI 0,1 M.
ApOs a agitacdo da amostra, em polytron durante 1 minuto a 9000 rpm, esta foi colocada
numa autoclave a 121 °C durante 30 minutos. Findo este tempo, procedeu-se ao

arrefecimento da amostra e ajustou-se o pH a 4.0 com acetato de sédio 2 M.

A amostra foi incubada a 37 °C durante 18 horas com uma suspensao de
Claradiastase ou Takadiastase (neste caso o pH foi ajustado a 4.3 — 4.7). Ap6s o periodo de
incubacao, e para algumas das técnicas, adicionou-se TCA a 50% e aqueceu-se a amostra

em agua fervente durante 10 minutos.

Todas as amostras foram arrefecidas e perfez-se o seu volume com HCI 0,01 M.
Procederam-se a duas filtragcdes, uma através de papel de filtro e outra por Acrodisc de

nylon 0,45 um, e injectou-se, cada amostra, num HPLC.

Nota: foi necessario manter as amostras ao abrigo da luz, devido & sensibilidade por parte

de vérias vitaminas em estudo.
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4.3.1. Andlise por cromatoqgrafia liguida de alta pressdo (HPLC)

O método de analise cromatogréafico foi baseado no procedimento descrito por
Albala-Hurtado et al. (1997). As modificagbes no método ocorreram na composicao da fase
mével e no tempo de corrida.

- Equipamento

O sistema HPLC usado é da marca Waters: Alliance 2690 Separations Module,
composto por uma coluna de silica de fase reversa (Waters C18 125A; 10 um/3,9x300 mm e
Waters C18: 5 um/4,6x250 mm), um detector de fotodiodos UV - visivel (Waters 996
Photodiode Array Detector) e um termoacumulador da marca Jetstream 2plus. O software

utilizado nesta analise foi o Empower Pro.
- Fase Mével
- Solvente A: Dissolveu-se TFA (Fluka, Alemanha) em 100 ml de agua;

- Solvente B: ACN (Panreac, Espanha) a 100%.

- Procedimento Técnico

Volume injectado: de 50 a 100 pl.

Fase movel: constituida por TFA em agua e ACN a 100% com um fluxo entre 0,3 e 1ml/min.
Coluna: C18 ajustada a 20 °C

Detector: detector de UV/vis

Tempo de corrida: entre os 20 e os 30 minutos.

5. Validagdo do método cromatogréfico

Apos o ajuste da metodologia, foram determinados alguns parametros de validacéo

como a linearidade, limites de detecc¢éo e quantificacdo e a taxa de recuperacdo (exactidao).
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1. Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
directamente proporcionais a concentracdo do analito, dentro de uma faixa de trabalho,
onde se inserem as respostas das amostras (Ribani et al., 2004). Pode ser representada
pela equacdo darectaY=aX +b

Onde: Y= resposta medida
a= declive da recta
X= concentracao do analito

b= intersecc&do com os eixos YY

Para determinar a linearidade do método foram medidos 8 niveis de concentragdes
diferentes de padrdo, em triplicado, para cada vitamina. Construiu-se o grafico de
concentracdo padrdo x resposta, calculou-se a regresséo linear utilizando todos os dados
obtidos e o resultado foi avaliado. Para cada vitamina, foi também construido um grafico de

concentracdo padrédo x resposta/concentracao e verificada a dependéncia entre eles.

O pardmetro usado para avaliar a correlacdo da linearidade dos valores foi o
coeficiente de correlacdo (R?). Assim, a linearidade da curva de calibracdo foi determinado

pelo coeficiente de correlagédo da recta obtida, considerando que (Junior et al., 2001):

r=1: correlacdo perfeita,

0,91<r <0,99 : correlagao fortissima;
0,61<r <0,91 : correlacdo forte;
0,31<r <0,60 : correlagdo média;
0,01<r <0,30 : correlagdo fraca;

r= 0 : correlacdo nula.
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2. Limite de deteccéo e quantificacdo

O limite de detecgao (LD) representa a menor concentracdo da amostra em estudo
que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada pelo método. O limite de
guantificacéo (LQ) representa a menor concentracdo da amostra em estudo que pode ser
quantificada, com exactiddo e precisédo aceitaveis (Ribani et al., 2004).

Os LD e LQ foram calculados utilizando-se o método baseado na relagéo sinal-ruido.
Este método sé pode ser aplicado em procedimentos analiticos que mostram o ruido da
linha de base. Para determinar a relacdo sinal-ruido, foi feita a comparacéo entre a medicao
dos sinais de amostras com baixas concentracdes de padrdo adicionado e um branco
(amostra sem padrao). Estabeleceu-se uma concentracdo minima na qual a substancia

pode ser facilmente detectada (Ribani et al., 2004).

Os critérios de LD podem ser adoptados para LQ, utilizando a relagcdo 10:1, ou seja,

0 LQ pode ser calculado a partir do método de relacdo sinal-ruido.

3. Taxa de recuperacdo (Exactidao)

Representa o grau de concordéancia entre os resultados individuais encontrados em
um determinado ensaio e o valor real do analito (Ribani et al., 2004). Para a avaliagdo da
exactiddo do método foi adicionado a amostra 10 mg de cada vitamina. A amostra foi sujeita

ao mesmo processo de extraccdo para a determinacdo das vitaminas.

A taxa de recuperacao foi calculada com base na seguinte equacao:

Quantidade encontrade do analito adicionado

» 100

Taxa de recuperacio (%) = - - —
! Quantidads de analite adicionado
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6. Calculos

Os teores de vitamina do complexo B sdo calculados com base numa técnica de
padrdo externo, a partir da altura do pico. O teor total para cada vitamina foi expresso em

mg/100g de carne.

Foi usada uma curva de calibragcéo para o perfil de cada vitamina estudada, para as
alturas dos “picos” a que foi feita a detecc¢éao.

7. Andlise dos resultados

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia, para um

delineamento completamente causalizado.

Na constatagdo de que foram satisfeitas as condicBes para aplicacdo dos testes

estatisticos de comparacao das médias, foram realizadas as seguintes andlises:
e Influéncia do tipo de masculo no teor de vitaminas: musculo Gm e Ld;

¢ Influéncia do peso no n.° de lactacdes: animais com 1-2 lactacdes e animais com 6-7

lactacoes;

¢ Influencia das condicBes de producdo no teor de vitaminas: fase seca ou fase de

producao.

Estas analises foram efectuadas com os procedimentos GLM do SAS v.9.1.3.sp4
(SAS Institute Inc.,2003) e do Statistica 7.0 (StatSoft, Inc., 2004). Quando foram obtidos
efeitos significativos entre os varios niveis dos factores ou das interacc¢oes, realizou-se o
teste de comparagcdo multipla das médias, segundo o método de Tukey-Kramer (SAS
v.9.1.3.sp4, SAS Institute Inc.,2003), para evidenciar as diferencas entre as médias a um
nivel de 95% de probabilidade. Os resultados da ANOVA e da comparacdo das médias

encontram-se apresentados no Anexo 4 e 5.
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Resultados e Discussdo

Os resultados apresentados neste capitulo referem-se aos diferentes procedimentos
técnicos realizados, de modo a ser possivel a determinacdo simultaneas das vitaminas, e ao
estudo da influéncia de varios factores no teor de vitaminas. Neste sentido, o capitulo sera

dividido em dois subcapitulos.

1) Determinacao simultanea das vitaminas do Complexo B, por HPLC

1.1. Escolha do método de extraccdo das vitaminas e das condicées cromatograficas

a

Primeiro, foi necessario proceder a realizacdo de varios procedimentos
experimentais a fim de se optimizar a técnica de extrac¢do. As técnicas realizadas
ocorreram em ensaios diferentes e com procedimentos também diferentes, que se

encontram no anexo 1.

a) 1° Ensaio

Os primeiros procedimentos téchicos basearam-se em estudos realizados em
trabalhos anteriores. No primeiro dia, realizaram-se cinco procedimentos diferentes para a
mesma amostra. As condi¢cdes cromatograficas aplicadas nestes procedimentos foram de
um tempo de corrida de 20 minutos e um volume de injec¢do de 50 pl. No 1° ensaio foi
utilizada uma coluna de silica de fase reversa Waters C18 125A; 10 um/3,9x300 mm, e uma

fase movel constituida por 0,3% TFA em agua e ACN a 100%, com um fluxo de 1ml/min.

Em baixo, estdo apresentados os cromatogramas obtidos em cada técnica (Figura

20):
0,307
0,20
2 ]
0,104 o o 2 ow @
] g F jrEE
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b |
|
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a) Minutes

Fig.20 — Cromatogramas do 1° Ensaio, obtidos através de diversas técnicas: a) Técnica 1
(hidrélise &cida); b) Técnica 2 (hidrolise acida e enzimatica: CD); c) Técnica 3 (hidrélise acida e
enzimética: TK); d) Técnica 4 (hidrdlise &cida, enzimatica: CD e TCA); e) Técnica 5 (hidrdlise &cida
e TCA)

38



Resultados e Discussdo

(=]
8 = = 8
| & | N | & | R
| it - L | L
'8 S '8 2
|« o = e
(8 '8 K 'S
® € | e €
7 Imv =] |My
= 689'ct ..ul--M
<] ” _ o
" =4 8
$90°Zh—iry - - , | S
.Nv ] | I.Q
" J B uu
0w o] S S
‘ ) — 0 7] 7] B D
§e¥O——--Tg & g g oL —be—-1 B
rEaam- z g T e
3 ElTR = s > -t
|78 % e
690'6 —[<- - L8063
goL'8—fo—— | |
y g vLL mlAm__l-Nm
| = Ly
. / -
6SYL—<-——T >
= ) r
S0S W|«/|AWII 1|M;
. /| o
boY'S—Sx -1
| I
~—~ I) i — I\ﬂ.'v/
F O F o L S
T o & &
) g 2 2 83 8 ] 8 8 8 S & 8 : S =
] S S =] =] =] =] =} o o =] =] o
nv nv nv nv

39

acida e enzimatica: TK); d) Técnica 4 (hidrélise acida, enzimatica: CD e TCA); e) Técnica 5

Fig.20 — (continuagdo) Cromatogramas do 1° Ensaio, obtidos através de diversas técnicas: a)
(hidrélise acida e TCA).

Técnica 1 (hidrélise acida); b) Técnica 2 (hidrolise acida e enzimatica: CD); ¢) Técnica 3 (hidrdlise
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Tanto na técnica 1 como a 5, onde sO se optou por uma hidrélise &cida os resultados
obtidos foram pouco satisfatérios, como se pode observar pela representacdo gréafica
(Figura 20 a) e e)). Comparando estes dois cromatogramas, com 0s restantes, verifica-se
que apo6s o minuto 4 o numero de “picos” obtidos foi menor, sendo que a altura dos que
apareceram foi inferior aos “picos” das técnicas em que se efectuou também uma hidrdlise
enzimatica. Este resultado deve-se ao facto de ndo ter ocorrido a desfosforilagcdo das

vitaminas para a sua forma livre, ndo sendo assim detectadas pelo HPLC.

Os seguintes procedimentos técnicos englobavam a hidrélise acida e a enzimatica.
Para a hidrélise enzimatica, usou-se Claradiastase (Altangerel et al.,, 2009; Tang et al.,
2006) ou Takadiastase (Esteve et al., 2002; Dawson et al., 1988; Tang et al., 2006) (técnica
2 e 3, respectivamente) e os resultados obtidos (Figuras 20 b) e ¢)) demonstram que a
utilizacdo de uma enzima é mais favoravel, uma vez que potencia a desfosforilagdo das

vitaminas, conduzindo a uma melhor deteccao.

Na técnica 4 (Figura 20 d)), onde se adicionou TCA (Albald-Hurtado et al., 1997),
obtiveram-se bons resultados. Sendo o TCA um acido bastante utilizado na precipitacdo de
proteinas, a sua adicdo mostrou uma elevada eficacia na extrac¢do das vitaminas. Nao
havendo desta forma interferéncia com as vitaminas, obteve-se um cromatograma com uma
melhor visualizacdo dos “picos”. O aglomerado verificado na figura 20 d) desapareceu, e

registou-se uma melhor resolu¢do dos “picos” das vitaminas.

Neste sentido, estipulou-se que em todos os procedimentos técnicos realizados em
diante iria proceder-se a adicdo de TCA.

Embora seja possivel verificar que varios “picos” encontram-se mais acentuados que

outros, ndo foi ainda possivel identificar as vitaminas em estudo.

b) 2°Ensaio

Com o objectivo de obter uma melhor separacdo dos “picos”, alterou-se o fluxo para
0,3 e 0,5 ml/min relativamente ao gradiente inicial de 1 ml/min. O cromatograma obtido
(figura 21) bem como o respectivo gradiente (Tabela 1) encontram-se representados a

seqguir.
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Tabela 1 — Caracteristicas do Gradiente 1

Tempo | Fluxo %A %B | %C | %D
1,00 | 1000 | 0,0 | 0,0 | 0,0
2,00 1,00 97,0 | 0,0 | 3,0 | 0,0
6,00 0,30 850 | 0,0 | 150 | 0,0
15,00 0,50 80,0 | 0,0 | 20,0 | 0,0
16,00 0,50 | 100,0 | 0,0 { 0,0 | 0,0
20,00 0,50 | 1000 | 0,0 | 0,0 | 0,0
0,60 r'i')
; 2e
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Fig. 21 — Cromatograma caracteristico do Gradiente 1

De modo a resolver os “picos” que sairam entre 0os 3 e 0s 6 minutos, ajustou-se um

novo gradiente (Tabela 2).

Tabela 2 — Caracteristicas do Gradiente 2

Tempo | Fluxo | %A %B | %C | %D

1,00 | 100,0 | 0,0 0,0 0,0

2,00 1,00 97,0 0,0 3,0 0,0

2,50 0,30 97,0 | 0,0 | 3,0 | 0,0

3,00 0,30 85,0 | 0,0 | 150 | 0,0

25,00 0,30 80,0 0,0 | 20,0 | 0,0

26,00 | 0,30 | 100,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0

30,00 | 0,30 | 100,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0

. . Bz 8 ||| ®E_
S L e lL Lo

Fig. 22 — Cromatograma caracteristico do Gradiente 2
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Este gradiente ndo melhorou a resolugéo, pois 0s “picos” que saiam entre 0s 11 e 0s
15 minutos passaram a sair aglomerados entre os 15 e os 19 minutos. Deste modo,

manteve-se o gradiente 1.

O facto de se diminuir o fluxo, permitiu que o volume de amostra injectado atravessa-
se a coluna do HPLC mais lentamente, havendo deste modo uma melhor separacédo dos

“picos” ao longo do tempo de corrida, traduzindo-se numa maior resolugéo.

Outra das alteracBes foi a adicdo directa da Claradiastase, em vez de esta ser
aplicada em solucdo. As condi¢cdes cromatograficas mantiveram-se iguais as aplicadas no 1°

ensaio, a excepcao do fluxo.

A representacdo grafica seguinte (Figura 23) mostra as quatros téchicas, com

diferentes quantidades de Claradiastase.

0,80
o6t g?
] :?,1'
5 0,404 | l
Y ] © .II".II'I n M= - < © 9 4 Vo
] =0 (i - weo 2 - o &4 = ar 2 qu T 0 -
wa Y w o n " 7 w2 o N 2 v o
020] ST 8 83 SEfF dd oq feersdg
] N N —T'-—h"'Jf'"'" ‘|' ,|1|_ [T {I ||H_ 1Y '|
0o G R S R IR A R I
T T T | T T | T T T | T T T | T T | T T T | T T | T T T | T T T | T T T
a) 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00
Minutes
0,807
d g?}
1 Li=]
0,60+ ?T
5 0401 i o .
< ] @l -+ =} o ru T o
. 2 & ass 3 oo 3 ¢ 288 2 329t 3 3¢
0,201 w el 2238 2 g2 o NN P fe W gy 2 TER
] _./, A ! | ‘--.___ ) s ! R N - _| IR N S (N Rl I _I __¢
000, Bt HES 53| 55613 i AT
T T T | T T T | T T T | T T T | T T T T | T T T T T | T T T | T T T
by 200 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00
Minutes
0,807
1 Eé
0,60+ :
talll Q‘m
1 # Idl 4]
0,40 M S
2 ' ] g'::l w : @Dy 0 Ewlﬂﬂ Shﬁm o
] wa)| 8§ ©pe B g &t | 888 S2o853eNyg K % 3
0,20 g1l s 22 % T 5g i\ Ydad VEIIPsCe &% 3
! 1 e
it o S LR, '%:6125:35%':‘&!':::1:' A
T T T | T T T | T T T | T T T | T T T | T T T T T | T T T | T T T | T T T
c) 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 1200 14,00 16,00 18,00 20,00
Minutes

Fig. 23 — Cromatogramas do 2° ensaio, obtidos através de diversas técnicas: a) Técnica 1 (0,05 g CD);
b) Técnica 2 (0,1 g CD); c) Técnica 3 (0,2 g CD); d) Técnica 4 (0,5 g CD).
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Fig. 23 — (continuacéo) Cromatogramas do 2° ensaio, obtidos através de diversas técnicas: a) Técnica
1 (0,05 g CD); b) Técnica 2 (0,1 g CD); c) Técnica 3 (0,2 g CD); d) Técnica 4 (0,5 g CD).

Fazendo uma comparacdo dos quatro cromatogramas obtidos, verifica-se que a
técnica 2, 3 e 4 (figura 23 b), ¢) e d) respectivamente) apresentam melhores resultados. Na
figura 23 a), ndo se consegue identificar as vitaminas em estudo, uma vez, que ndo ha
qualquer diferenciacdo dos “picos”, a partir do minuto 6. Concluiu-se que a quantidade de

enzima aplicada (0,05g) é insuficiente.

Nas restantes quantidades, verifica-se a diferenciacdo dos “picos” das vitaminas,
sendo possivel a sua identificacdo. Uma vez que tanto a técnica 2 e 3 apresentam
resultados satisfatorios, torna-se desnecessaria a aplicacdo de uma quantidade de enzima
superior (0,59), visto que os resultados obtidos sdo semelhante.

O 2° ensaio, levou a concluir que a aplicacdo directa da Claradiastase apresenta
melhores resultados do que a aplicagdo da enzima em solucdo, e a alteracdo do fluxo
proporciona uma melhor visualizagcdo uma vez que o0s “picos” ndo se encontram todos
aglomerados no inicio da corrida (Figura 20), havendo um “espalhamento” pelo

cromatograma ao longo de todo o tempo de corrida.

c) 3°Ensaio

Como os resultados obtidos pela adicdo de 0,2 g de Claradiastase foram
satisfatérios, realizou-se novamente este procedimento técnico, bem como um procedimento
em que a enzima utilizada foi a Takadiastase, com a aplicacdo da mesma quantidade (0,29)
e com TCA.

De modo a obter uma melhor visualizacdo dos gréficos, injectou-se um volume de
amostra superior (100 ul) e manteve-se 0 mesmo tempo de corrida (20 minutos), Os

resultados obtidos encontram-se na figura seguinte:
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Fig.24 — Cromatogramas do 3° ensaio, obtidos através de diversas técnicas: a) Técnica 1 (0,2 g CD); b)
Técnica 2 (0,2 g TK).

Embora os dois resultados sejam satisfatorios, ao comparar-se o cromatograma da
Claradiastase com a Takadiastase, verifica-se que 0s “picos” iniciais encontram-se mais
separados e diferenciados na amostra em que se aplicou a Takadiastase. Embora ambas as
enzimas apresentem bons resultados, a Takadiastase demonstra uma melhor afinidade para

as amostras em estudo.

d) 4°Ensaio

Uma vez determinada que para a extraccdo das vitaminas do complexo B das
amostras em estudo, a melhor enzima sera a Takadiastase foram feitas algumas alteracées
a nivel das condi¢cdes cromatograficas. A coluna foi substituida, optando-se por uma da
marca Waters C18: 5um / 4,6x250 mm. A fase mével e o tempo de corrida também sofreram
alteracdes. Houve um aumento da concentragédo da fase movel, passando de 0,3 ml de TFA
para 1 ml, e o tempo de corrida passou de 20 para 25 minutos. O tempo de corrida sofreu
alteracdo, pois a modificacdo das condi¢gdes cromatogréaficas levou a que a vitamina B12
ndo fosse detectada. Ao se ajustar um novo tempo de corrida verificou-se o aparecimento

da vitamina por volta dos 22 minutos.
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Sendo o TFA um &cido muito forte, vai suprimir a ionizagdo das vitaminas. Torna-se
necessario ajustar o pH da fase movel a 3,5 de modo a evitar o efeito causado pelo acido.
Obtém-se maiores tempos de retencdo se ocorrer uma total ionizacdo do soluto,

conduzindo, deste modo, a uma melhor separac¢ao dos “picos” cromatograficos.

O cromatograma obtido encontra-se representado a seguir (Figura 25):
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Fig. 25: Cromatograma 4° Dia

Comparando-se o cromatograma obtido com o cromatograma da Figura 24 b), é
notéria a melhoria registada. O facto de se ter modificado as condi¢cdes cromatograficas
contribuiu para a obtencdo de melhores resultados. Registou-se um menor ndmero de
“picos”, uma boa separacdo cromatogréfica e foi possivel identificar as vitaminas em estudo
(o que até aqui se tornava complicado, visto que apenas alguns dos “picos” se conseguiam
destacar), a partir dos espectros e tempos de retencdo caracteristicos, como descrito no
ponto 1.2, dos resultados e discusséo. O facto de o tempo de corrida ser superior, permitiu
uma melhor separacdo dos “picos” ao longo do cromatograma. E igualmente notéria a
alteracdo dos “picos” cromatograficos, tendo estes apresentado uma melhor forma devido

ao aumento da concentracdo da fase mével.

Deste modo, a técnica utilizada para a determinacao e quantificagcdo das vitaminas
presentes na carne sera a técnica cuja enzima responsavel pela hidrolise enzimética é a
takadiastase, com uma quantidade de 0,2g, e com a adicdo de TCA. As condicbes
cromatogréficas serdo um fluxo de 0,3 e 0,5 ml/min, volume de injec¢do de 100 pl e um

tempo de corrida de 25 minutos.
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1.2. Identificacdo das vitaminas em estudo

No sentido de identificar os “picos” representados nos cromatogramas, foi necessario

injectar padrées das vitaminas de forma a obter os espectros caracteristicos, o tempo de

retencdo e o comprimento de onda, para cada vitamina em estudo. As condi¢des

cromatogréficas (volume de injecg¢éo, fluxo, tempo de corrida e fase mével) para os padrdes

foram iguais as condigbes utilizadas na técnica escolhida (melhor procedimento técnico

realizado).

A seguinte figura representa um cromatograma caracteristico dos padrBes das

vitaminas e o0s respectivos tempos de retencdo (Figura 26):
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Fig. 26 — Cromatograma caracteristico dos padrdes das vitaminas.

A representacdo dos espectros encontra-se no anexo 2, 0os tempos de retencédo e o

comprimento de onda estéo representados na tabela seguinte (Tabela 3).

Tabela 3 — Tempos de retencdo e comprimentos de onda

Vitamina Detectada

Nicotinamida (B3)
Tiamina (B1)
Piridoxina (B6)
Acido Pantoténico (B5)
Acido Félico (B9)
Cobalamina (B12)

Riboflavina (B2)

(min.)
10-12
12,1-14
14,1 - 16
16,1 - 18
18,1 -18,6
18,7 -20
20,1 - 25

Tempo retencéo

Comp.
Onda (nm)

261
246
201
278
283
361

268
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Apés a determinacdo do procedimento técnico e a identificagdo das vitaminas, foi

necesséria a validagdo do método de andlise para as vitaminas.

1.3. Validacdo do método de analise para as vitaminas

- Linearidade

A linearidade foi determinada para cada vitamina, em estudo. Os coeficientes de
correlagdo (r) obtidos para todos os casos demonstram que o método possui uma
correlacéo elevada 0,91 <R*<0,99.

A tabela seguinte (Tabela 4) apresenta, para cada vitamina, a equacao da sua curva
de calibracdo, bem como o coeficiente de correlacao. As representacdes graficas das curvas

de calibracdo encontram-se no anexo 3.

Tabela 4 — Curvas de calibracéo e respectivos coeficientes de correlagédo
Vitamina Detectada Curvas de calibragédo Coeficiente

de correlacéo

Tiamina (B1) Y = 318517X + 7692,7 R% 0,9993
Riboflavina (B2) Y= 559936X + 15942 R% 0,9991
Nicotinamida (B3) Y= 48807X + 1644,2 R? 0,9919
Ac. Pantoténico (B5) Y= 239689X — 2208,6 R% 0,9993
Piridoxina (B6) Y = 286992X + 5910,1 R? 0,9993
Ac. Folico (B9) Y= 554394X — 4736,6 R% 0,9977
Cobalamina (B12) Y= 103988X + 1527,8 R%0,9994

- Limite de deteccédo e quantificacdo

Os resultados para o LD e o LQ, obtidos utilizando o detector UV/vis, estdo apresentados na
tabela 5. Estes resultados revelam uma boa detectabilidade do método na determinacéo de

vitaminas do complexo B, nas amostras em estudo.
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Tabela 5 — Limites de detec¢do e quantificacdo

Vitamina LD LQ
(mg/1009) (mg/1009)

Tiamina (B1) 0,0450 0,13
Riboflavina (B2) 0,0480 0,14
Nicotinamida (B3) 0,0950 0,29
Ac. Pantoténico (B5) 0,3330 1,00
Piridoxina (B6) 0,0620 0,19
Folato (B9) 0,2480 0,75
Cobalamina (B12) 0,1120 0,34

- Taxa de recuperacao (Exactidao)

A exactiddo do método foi obtida através da taxa de recuperacdo, adicionando a
amostra dois niveis de concentracdo. A literatura descreve que os intervalos aceitaveis
estao geralmente entre os 70 e os 120%. Porem, dependendo da complexidade analitica e
da amostra, este valor pode ser de 50 a 120% de modo a garantir a integridade da amostra.
Caso contrério, deve-se verificar todo o procedimento (Ribani et al., 2004). Os resultados

obtidos encontram-se na tabela 6.

Tabela 6 — Taxa de Recuperacéo (%)

Vitamina TR (%)
Tiamina (B1) 61,0
Riboflavina (B2) 55,5
Nicotinamida (B3) 141,0
Ac. Pantoténico (B5) 83,4
Piridoxina (B6) 76,4
Folato (B9) 41,5
Cobalamina (B12) 26,4
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Estes valores demonstram que o método de extraccdo utilizado ndo é o mais
adequado para a nicotinamida, o folato e a cobalamina, uma vez que apresentam taxas de

recuperacao fora dos valores estipulados (50 — 120%).

Uma das possiveis razdes para a vitamina B3 apresentar uma taxa de recuperacao

superior a 120%, € a existéncia de substancias interferentes.

No caso da vitamina B12, o facto de apresentar sensibilidade ao acido, a hidrélise
acida realizada levou a destruicdo de grande parte da vitamina presente, justificando-se
assim o baixo valor de taxa de recuperacdo. No método utilizado, o &cido cloridrico é
responsavel pela hidrélise &cida, o que permite as vitaminas libertarem-se da matriz. O
acido utilizado diminui o pH da solucéo, encontrando-se este entre 1,3 — 1,5, levando a
destruicdo da cobalamina. A vitamina B12 apresenta estabilidade a pH 5 — 7, podendo a
estes valores de pH ser autoclavada a 121 °C, durante 20 minutos, sem sofrer perdas

consideraveis (Ball, 2006).

A taxa de recuperacdo para a vitamina B9, também apresentou valores inferiores
aos aceitaveis, indicando, assim, que método de extrac¢do ndo € dos mais adequados. De
acordo com a revisao bibliogréfica (Ball, 2006), para uma boa extraccao desta vitamina &

necessaria a utilizacdo de trés enzimas em simultaneo (conjugases, a-amilase, proteases).

O método de extraccado deve ser modificado de modo a melhorar a extraccdo do
folato e da cobalamina, mas sem comprometer as restantes vitaminas. Uma das opc¢bes
seria a realizacdo de duas extraccbes para cada amostra, uma para as vitaminas Bl, B2,
B3, B5, B6 e B9 em que se adicionaria a-amilase, de modo a aumentar a extrac¢do de
vitamina B9; a outra extrac¢ao seria para a vitamina B12, em que se optaria pela utilizacdo

de um &cido mais fraco, de modo a conferir a solugdo um pH entre 5 — 7.
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1.4. Teores de vitaminas obtidos na carne de bovino

A partir dos cromatogramas obtidos de cada amostra (Figura 27) procedeu-se a
quantificagéo do teor de vitaminas, a partir da altura do pico (Tabela 7). Na figura seguinte,

encontra-se um dos cromatogramas obtidos, a partir do qual se quantificou as vitaminas.
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Fig. 27 — Cromatograma caracteristico de uma amostra
Tabela 7 — Resultados caracteristicos de uma amostra
Nome  Tempo Retencéo Area Altura
1 B3 11,743 353976 30944
2 B1 13,754 2390722 330689
3 B6 14,403 65799 10270
4 B5 16,729 43273 4829
5 B9 18,482 42976 6497
6 B12 19,272 106108 8963
7 B2 23,845 37064 2630

Os teores médios de vitaminas obtidos para os musculos Ld e Gm, a partir das 20

amostras de carne, encontram-se na tabela seguinte (Tabela 8):
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Tabela 8 — Teores de vitaminas obtidos nas amostras em estudo

Valor obtido
(mg/100 g)
Ld Gm p
Teor de Tiamina 0,628 0,854 *
Teor de Riboflavina 0,269 0,163 n.s.
Teor de Niacina 5,226 6,243 n.s.
Teor de Acido 1,018 1,009 n.s.
Pantoténico
Teor de Piridoxina 1,873 1,888 n.s.
Teor de Folato 0,111 0,108 n.s.

n.s. — ndo significativo; *diferenga significativa (p<0,05)

Os teores da cobalamina ndo foram contabilizados, uma vez que os valores obtidos

foram muito superiores aos esperados.

Embora a carne de bovino ndo seja dos produtos alimentares mais ricos em

vitaminas B, € um grande contributo para o fornecimentos destes compostos ao organismo.

Os teores médios obtidos foram comparados com valores obtidos em outros

trabalhos realizados (Tabelas 9 a 12).

Tabela 9 — Teores de tiamina encontrados em carne de bovino

Leonhardt, Lombardi — Williams,
1997 Boccia, G. et 2007
(mg/1009) al., 2005 (mg/1009)
(mg/1009)
Teor de Ld Ld Ld, Gm*
Tiamina 0,04 + 0,01 0,08 + 0,01 0,04

*valores médios para os musculos Ld e Gm
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Tabela 10 — Teores de riboflavina encontrados em carne de bovino

Leonhardt, Silva, 2008 Williams,
1997 (mg/1009) 2007
(mg/1009) (mg/1009)
Teor de Ld Ld Ld, Gm*
Riboflavina 0,13+ 0,02 0,09 £ 0,00 0,18

*valores médios para os musculos Ld e G

Tabela 11 — Teores de niacina encontrados em carne de bovino

Lombardi — Williams,
Boccia, G. et 2007
al., 2005 (mg/1009)
(mg/1009)
Teor de Ld Ld, Gm*
Niacina 5,7+0,25 5

*valores médios para os musculos Ld e Gm

Tabela 12 — Teores de acido pantoténico e piridoxina em carne de bovino

Williams,
2007

(mg/1009)

Teor de acido Ld, Gm *
pantoténico 0,35
Teor de 0,52

Piridoxina

*valores médios para os musculos Ld e Gm

Tabela 13 — Teores de folato em carne de bovino
INSRJ, s.d

(g/100g)
Teor de folato Ld, Gm *
16

*valores médios para os musculos Ld e Gm

Comparando-se os valores obtidos, com os encontrados em outros estudos, verifica-
se que, de um modo geral, os teores das vitaminas nas amostras analisadas séo superiores

aos encontrados na bibliografia.
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2. Estudo dainfluéncia de varios factores no teor de vitaminas

Para o estudo da influéncia do tipo de musculo, nimero de lacta¢des e condicdo de
producdo dos animais, procedeu-se a uma andlise estatistica como referido no ponto 7 dos

materiais e métodos.

A analise de variancia, para cada vitamina, encontra-se no anexo 4 e as médias

obtidas, e respectivos erros padrdo, encontram-se no anexo 5.

2.1. Influéncia do tipo de muUsculo no teor de vitaminas

Uma vez que para o estudo foram utilizadas amostras provenientes dos musculos
Longissimus Dorsi e Gluteus Medius, achou-se necesséria a comparacdo dos dois
musculos, nas varias vitaminas, a fim de se verificar uma possivel influéncia nos teores das

vitaminas hidrossolUveis.

Tabela 14 — Andlise estatistica da influéncia do musculo no teor de vitaminas

F P Nivel significancia
Bl 4,648 0,0345 3
B2 3,318 0,0728 n.s.
B3 1,299 0,2581 n.s.
B5 0,004 0,9472 n.s.
B6 0,003 0,9555 n.s.
B9 0,008 0,9287 n.s.

n.s. — ndo significativo; * diferenca significativa (p<0,05)
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Fig. 28 — Influéncia do tipo de musculo no teor de vitaminas
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O factor masculo revelou uma influéncia significativa no teor de vitamina B1 (Tabela
14) (F= 4,648; p<0,05), contudo a separacdo das médias efectuada segundo Tukey nao
evidenciou diferengas significativas entre os valores médios obtidos para os dois musculos

em estudo (Figura 28; Anexo 5).

2.2. Influéncia das condicdes de producdo no teor de vitaminas

Outro dos factores analisados foi a condi¢cdo da producdo dos animais, isto €, se no

momento do abate encontravam-se em fase de producédo de leite ou em fase seca.

Tabela 15 — Andlise estatistica da influéncia das condi¢des de producéo no teor de vitaminas

F P Nivel significancia
Bl 1,858 0,1772 n.s.
B2 0,805 0,3728 n.s.
B3 0,011 0,9183 n.s.
B5 2,623 0,1098 n.s.
B6 4,414 0,0393 *
B9 1,125 0,2925 n.s.

n.s. — ndo significativo ; * diferenca significativa (p<0,05)
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Fig. 29 — Influéncia da cond. prod. no teor de vitaminas
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Fig. 29 — (continuagéo) Influéncia da cond. prod. no teor de vitaminas

Através da andlise estatistica efectuada (Tabela 15), verifica-se que o factor

condicdo de producéo revelou influéncia no teor de vitamina B6 (F= 4,418; p<0,05). As

restantes vitaminas ndo apresentaram diferencas significativas, nos teores médios (Anexo

5), entre as duas fases.

2.3. Influéncia do n° lactacdes no teor de vitaminas

As amostras utilizadas para o estudo provinham de vacas, cujo nimero de lactacdes

variava. Sendo este um factor que poderia apresentar influéncia no teor de vitaminas,

realizou-se uma analise estatistica de modo a verificar a possibilidade de existéncia de

influéncia entre animais com 1-2 lactacGes e animais com 6-7 lactacdes.

56



Resultados e Discussdo

Tabela 16 — Andlise estatistica da influéncia do n.° de lacta¢gdes no teor de vitaminas

Bl

B2

B3

B5

B6

B9

F P Nivel significancia
2,326 0,1317 n.s.
14,786 0,0002 *
21,248 0,00002 e
3,622 0,0647 n.s.
0,556 0,4584 n.s.
4,548 0,0364 *

n.s. — ndo significativo; *diferenga significativa (p<0,05); **diferenca significativa (p<0,001); ***diferenca

significativa (p<0,0001)
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Fig.30 - Influéncia do n.° lacta¢des no teor de vitaminas
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O numero de lactagdes influencia o teor das vitaminas B2 (F= 14,786;p<0,001), B3

(F= 21,248; p<0,0001) e B9 (F= 4,548; p<0,05). A separacdo das médias efectuada segundo
Tukey (Anexo 5), também evidenciou diferencas significativas entre os valores médios.

2.4. Influéncia das interaccdes dos varios factores no teor de vitaminas

ApoOs a andlise estatistica dos varios factores em separado, torna-se necessario

verificar se a interacgéo dos factores apresenta influéncia no teor das vitaminas.

A analise de variancia, para cada vitamina, encontra-se no anexo 4 e as médias

obtidas, e respectivos erros padrdo, encontram-se no anexo 5.
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2.4.1. Influéncia do musculo x n° lactacGes

Tabela 17 — Analise estatistica da influéncia do musculo x n° lactacdes no teor de vitaminas

B1({mgf1004g)

B3 (mg/100g)

F —value
Bl 0,0005
B2 0,081
B3 0,005
B5 1,169
B6 0,477
B9 0,148
n.s. — ndo significativo
2) Tamina (51

7 T o

0 hﬂ\'\'\ﬂ

) 1

MUmero de Isctagdes

¢) Niacina (B3)

Fig. 31 — Influéncia do tipo de musculo x n.° lactagBes no teor de vitaminas

B2 (mgf100g)

BS (mo/100g)

P Nivel significancia
0,9825 n.s.
0,7771 n.s.
0,9459 n.s.
0,2832 n.s.
0,4291 n.s.
0,7013 n.s.
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Embora o nimero de lactagfes influencie o teor das vitaminas B2, B3 e B9 presente
na carne (Tabela 16; Figura 30), estes teores ndo variam significativamente (B2: F= 0,081,
p=0,7771; B3: F= 0,005;p=0,9459; B9: F=0,148;p=0,7013) entre os dois musculos (Tabela
17; Figura 31).

2.4.2. Influéncia do musculo x cond. prod.

Tabela 18 — Andlise estatistica da influéncia do musculo x cond. prod. no teor de vitaminas

F P Nivel significancia
B1 0,446 0,5065 n.s.
B2 10,756 0,0016 *
B3 0,343 0,5598 n.s.
B5 13,196 0,0005 **
B6 0,037 0,8479 n.s.
B9 0,268 0,6066 n.s.

n.s. — ndo significativo; *diferenca significativa (p<0,05); **diferenca significativa (p<0,001)
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As vitaminas B2 e B5 apresentaram diferencas significativas nos seus teores médios

(Anexo 5), na interac¢do dos dois factores. Embora ndo tenham apresentado influéncia,

gquando analisado cada factor em separado (Tabelas 14 e 15), em conjunto influenciam o

teor das vitaminas. Na fase seca verifica-se uma diferenca significativa nos teores de

vitamina B2 (F= 10,756; p<0,05), entre os dois musculos. Os teores de vitamina B5

diminuem significativamente (F= 13,196;p<0,001) no musculo Ld, quando os animais se

encontram em fase de lactacéo (Figura 32).

4.2.3.

Influéncia da cond. prod. x n° lactacdes

Tabela 19 — Andlise estatistica da influéncia da cond. prod. X n.° lactagBes no teor de vitaminas

Bl
B2
B3
B5
B6
B9

F P Nivel significancia
0,446 0,5065 n.s.
4,664 0,0342 *
12,664 0,0008 **
5,333 0,0283 *
0,0003 0,9870 n.s.
10,056 0,0022 *

n.s. — ndo significativo
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Fig. 33 — Influéncia do tipo de cond. prod. x n° lactagfes no teor de vitaminas

62



Resultados e Discussdo

B3 (mg/100g)
o o - ™

s

w

P

Seca Lactscio

Condigdio de producio

¢) Niacina (B3)

20

I
tn

BB (mg/100g)
5]
e

Seca Lactagdo

Condigio de produciio

e) Piridoxina (B6)

Fig. 33 — (continuac&o) Influéncia do tipo de cond. prod. x n° lactagBes no teor de vitaminas

i

[efko

[
1
1

ha

-

ra

BS(mgf100g)

B9 (mgf 100 7)

0.10

0,05

0,00

0,05

-0.10

Seca Lactacdo

Condicdo de produgdo

d) Acido pantoténico (B5)

Seca Lactaciic

Condicdo de produciio

f) Folato (B9)

ra

i

Pela andlise da tabela 19 e da figura 33, verifica-se que os teores das vitaminas B2,

B3, B5 e B9 apresentam diferencas significativas na interac¢éo entre o numero de lactacées

e as condi¢des de producdo. Enquanto que a influéncia, dos dois factores, nas vitaminas B2
(F= 4,664; p<0,05), B5 (F= 5,333;p<0,05) e B9 (F=10,056;p<0,05) é pouco significativa, na
vitamina B3 (F=12,664;p<0,001) ocorre uma influéncia significativa nos teores médios.
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Conclusao

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem retirar as seguintes conclusées:

e O método proposto € simples e rapido, permitindo a determinagdo simultdnea das
vitaminas B1, B2, B3, B5 e B6. Este método pode ser aplicado com sucesso devido a boa

linearidade, detectabilidade e exactiddao demonstrada;

e Para uma determinacao eficaz das vitaminas B9 e B12 é necessério ajustar o método de
extraccdo as propriedades e sensibilidades destas vitaminas. Embora as taxas de
recuperacao tenham sido baixas, o coeficiente de correlacdo obtido, para ambas as
vitaminas, foi elevado permitindo concluir que com uma extrac¢cao mais adequada das
vitaminas, o método proposto permite uma eficaz determinacdo simultdnea das sete

vitaminas em estudo;

¢ Independentemente do método de extraccédo utilizado, é fundamental a adicédo de TCA. A
carne apresenta uma matriz muito complexa, tornando-se necessaria a desnaturagéo das

proteinas que vao interferir com as vitaminas;

e Embora as duas enzimas utilizadas apresentem resultados satisfatorios, a takadiastase

apresentou uma maior afinidade para a amostra;

e O aumento da concentracdo de TFA melhora a forma do “pico”. Contudo, pH da fase

movel precisa de ser controlado, pois é responsavel pelo tempo de retencéo;

e Um fluxo inferior permite uma melhor separagdo e visualizagdo dos “picos”

cromatograficos;

Foi ainda possivel concluir que o teor de vitaminas, presente na carne, é influenciado
por varios factores. O teor da vitamina Bl é influenciado pelo tipo de mdusculo,
apresentando-se inferior (p<0,05) no musculo Ld. O factor nimero de lactagdes influencia as
vitaminas B2, B3 e B9, enquanto que o tipo de condicdo de producdo influencia os teores

médios da vitamina B6.
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ANEXO 1 — Plano das diferentes técnicas utilizadas

1° Ensaio

- Para bal6es volumétricos de 100 ml

o Extraccdo s6 com hidrélise acida (60 ml HCL 0, 1 M);

. Extracgdo com hidrélise &cida (60 ml HCL 0, 1 M) + hidrolise enzimética (2
ml Claradiastase a 2%);

. Extracgéo com hidrélise &cida (60 ml HCL 0,1 M) + hidrélise enzimatica (1
g Takadiastase);

o Extracgdo com hidrélise (60 ml HCL 0,1 M) + hidrélise enzimatica ( 2 ml
Claradiastase a 2%) + 2 ml TCA;
o Extraccdo s6 com hidrdlise acida (60 ml HCL 0,1 M) + 2 ml TCA.
2° Ensaio

- Para baldes volumétricos de 50 ml

- 5 g amostra
-30mlIHCL 0,1 M
- Claradiastase*

- 2ml TCA 50%

*Claradiastase (adicao directa da enzima)

. 0,05¢g claradiastase
. 0,19 claradiastase
o 0,2g claradiastase

. 0,59 claradiastase



3° Ensaio

- Para baldes volumétricos de 100 ml

. 0,2 g claradiastase + 2 ml TCA a 50%
. 0,2 g takadiastase + 2 ml TCA a 50%
4° Ensaio
o amostra + hidrolise quimica e enzimatica (takadiastase)+TCA

(Alterag@o das condi¢Bes cromatograficas)



ANEXO 2 — Comprimentos de onda de cada Vitamina do Complexo B
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ANEXQO 3 - Curvas de calibracéo
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ANEXO 4 - Andlise de variancia das vitaminas B1, B2, B3, B5, B6 e B9

Tabela A.4.1 — Resultados da analise de variancia da Tiamina (B1)

g.l. SQ MQ F P
Cond. Prod. 1 0,408 0,408 1,858 0,1772
N.° Lactacdes 1 0,510 0,510 2,326 0,1317
Musculo 1 1,019 1,019 4,648 0,0345
Idade (Meses) 1 0,395 0,395 1,802 0,1838
Peso (kg) 1 0,294 0,294 1,342 0,2506
Cond. Prod x N° 1 0,688 0,688 3,136 0,0809
lactacbes
Cond. Prod x musculo 1 0,098 0,098 0,446 0,5065
N° lactagBes x Musculo 1 0,0001 0,0001 0,0005 0,9825
Cond. Prod x musculo x 1 0,837 0,837 3,814 0,0548
N° lactagcbes
Modelo 9 3,650 0,406 1,849 0,0745
Residuos 70 15,354 0,219
Total 79 19,004

R?= 0,192

Tabela A.4.2 — Resultados da analise de variancia da Riboflavina (B2)

g.l. SQ MQ F P
Cond. Prod. 1 0,055 0,055 0,805 0,3728
N.° Lactacdes 1 1,003 1,003 14,786 0,0002
Musculo 1 0,225 0,225 3,318 0,0728
Idade (Meses) 1 1,241 1,241 18,301 0,00006
Peso (kg) 1 1,429 1,429 21,078 0,00002
Cond. Prod x N° 1 0,316 0,316 4,664 0,0342
lactacBes
Cond. Prod x musculo 1 0,729 0,729 10,756 0,0016
N° lacta¢cBes x Musculo 1 0,005 0,005 0,081 0,7771
Cond. Prod x musculo x 1 0,206 0,206 3,033 0,0859
N° lactacbes
Modelo 9 3,364 0,374 5,5103 0,00001
Residuos 70 4,748 0,068
Total 79 8,112

R?= 0,415



Tabela A.4.3 — Resultados da andlise de variancia da Niacina (B3)

g.l. SQ MQ F P
Cond. Prod. 1 0,169 0,169 0,011 0,9183
N.° LactacOes 1 338,040 338,041 21,248 0,00002
Musculo 1 20,680 20,680 1,299 0,2581
Idade (Meses) 1 401,459 401,459 25,234 0,000004
Peso (kg) 1 151,915 151,915 9,548 0,0028
Cond. Prod x N° 1 193,868 193,868 12,185 0,0008
lactacOes
Cond. Prod x musculo 1 5,460 5,460 0,343 0,5598
N° lacta¢cBes x Musculo 1 0,074 0,074 0,005 0,9459
Cond. Prod x Musculo x 1 6,713 6,713 0,422 0,5180
N° Lactacdes
Modelo 9 507,659 56,406 3,545 0,0011
Residuos 70 1113,668 15,909
Total 79 1621,327
R?= 0,313
Tabela A.4.4 — Resultados da analise de variancia do Acido pantoténico (B5)

g.l. SQ MQ F P
Cond. Prod. 1 0,759 0,759 2,623 0,1098
N.° LactacOes 1 1,019 1,019 3,522 0,0647
Musculo 1 0,001 0,001 0,004 0,9472
Idade (Meses) 1 1,167 1,167 4,031 0,0485
Peso (kg) 1 0,078 0,078 0,272 0,6035
Cond. Prod x N° 1 1,544 1,544 5,333 0,0238
lactacBes
Cond. Prod x musculo 1 3,820 3,820 13,196 0,0005
N° lacta¢cBes x Musculo 0,338 0,338 1,169 0,2832
Cond. Prod x Musculo x 0,073 0,073 0,253 0,6166
N° Lactacdes
Modelo 9 10,743 1,194 4,123 0,0003
Residuos 70 20,625 0,289
Total 79 31,368

R®= 0,346



Tabela A.4.5 — Resultados da andlise de varidncia da Piridoxina (B6)

g.l. SQ MQ F P

Cond. Prod. 1 6,138 6,138 4,414 0,0392
N.° Lactacdes 1 0,773 0,773 0,556 0,4584
Musculo 1 0,004 0,004 0,003 0,9555
Idade (Meses) 1 2,441 2,441 1,756 0,1894
Peso (kg) 1 0,405 0,405 0,291 0,5911
Cond. Prod x N° 1 0,0004 0,0004 0,0003 0,9870
lactacOes

Cond. Prod x musculo 1 0,052 0,052 0,037 0,8479
N° lactacdes x Musculo 0,663 0,663 0,477 0,4291
Cond. Prod x Musculo x 1 0,091 0,091 0,065 0,7990
N° LactacOes

Modelo 9 14,349 1,594 1,146 0,3428
Residuos 70 97,346 1,390
Total 79 111,695
R?= 0,128
Tabela A.4.6 — Resultados da analise de variancia do Folato (B9)

g.l. SQ MQ F P

Cond. Prod. 1 0,027 0,027 1,125 0,2925
N.° Lactacdes 1 0,109 0,109 4,548 0,0364
Musculo 1 0,0002 0,0002 0,008 0,9287
Idade (Meses) 1 0,061 0,061 2,553 0,1145
Peso (kg) 1 0,019 0,019 0,783 0,3793
Cond. Prod x N° 1 0,242 0,242 10,056 0,0022
lactacbes

Cond. Prod x musculo 1 0,006 0,006 0,268 0,6066
N° lacta¢cBes x Musculo 0,004 0,004 0,148 0,7013
Cond. Prod x Musculo x 1 0,011 0,011 0,474 0,4936
N° LactacOes

Modelo 9 0,382 0,042 1,766 0,0905
Residuos 70 1,682 0,024
Total 79 2,064

R®= 0,346



ANEXO 5 - valores das médias das vitaminas e do erro padréo para cada factor

em estudo

Tabela A.5.1 — Valores das médias e respectivo erro padréo, para cada vitamina, em influéncia do tipo

de musculo.
Ld Gm Erro padréo
Bl 0,628 0,854 0,074
B2 0,269 0,163 0,041
B3 5,226 6,243 0,631
B5 1,018 1,009 0,085
B6 1,873 1,888 0,186
B9 0,111 0,108 0,025

Valores médios seguidos de letras diferentes sdo significativamente diferentes (p<0,05)

Tabela A.5.2 — Valores das médias e respectivo erro padréo, para cada vitamina, em influéncia do tipo

Condicao de Producéo.

Lactacao Seca Erro padréo
Bl 0,811 0,670 0,074
B2 0,190 0,242 0,041
B3 5,556 5,913 0,631
B5 0,902 1,125 0,085
B6 1,5842 2,176° 0,186
B9 0,134 0,085 0,0025

Valores médios seguidos de letras diferentes sdo significativamente diferentes (p<0,05)

Tabela A.5.3 — Valores das médias e respectivo erro padréo, para cada vitamina, em influéncia do N.°

de Lactac0es.

12 6 7 Erro padréo
B1 0,808 0,674 0,074
B2 0,253 0,1792 0,041
B3 5,959° 5,5092 0,631
B5 1,008 1,019 0,085
B6 1,676 2,084 0,186
B9 0,087° 0,1322 0,025

Valores médios seguidos de letras diferentes séo significativamente diferentes (p<0,05)



Tabela A.5.4 — Valores das médias e respectivo erro padrdo, para cada vitamina, em influéncia da

Cond. Prod. X _N.° de Lactag6es.

Lactagcédo Seca Erro

1.2 6_7 1.2 6_7 padréo
B1 0,806 0,817 0,809 0,531 0,105
B2 0,214° 0,167° 0,2932 0,1912 0,058
B3 5,181° 5,931° 6,7382 5,0872 0,892
B5 1,129% 0,675% 0,887 1,364° 0,120
B6 1,477 1,692 1,875 2,476 0,274
B9 0,1572 0,111% 0,018° 0,151° 0,035

Valores médios seguidos de letras diferentes séo significativamente diferentes (p<0,05)

Tabela A.5.5 — Valores das médias e respectivo erro padrdo, para cada vitamina, em influéncia da

Cond. Prod. x tipo de musculo.

Lactacao Seca Erro
Gm Ld Gm Ld padréo

B1 0,889 0,733 0,818 0,522 0,105
B2 0,233 0,148° 0,094° 0,3912 0,058
B3 5,803 5,309 6,682 5,143 0,892
B5 1,117% 0,688" 0,903% 1,3482 0,120
B6 1,617 1,552 2,158 2,194 0,264

B9 0,124 0,145 0,092 0,077 0,035



Tabela A.5.6 — Valores das médias e respectivo erro padrédo, para cada vitamina, em influéncia do N.°

lactac@es x tipo de musculo.

Bl

B2

B3

B5

B6

B9

Gm
0,922

0,208

6,499

1,069

1,593

0,093

1.2

Ld
0,694

0,298

5,421

0,947

1,759

0,082

Gm
0,786

0,118

5,987

0,950

2,183

0,123

6.7

Ld
0,563

0,240

5,031

1,088

1,986

0,139

Erro
padréo
0,105

0,058
0,892
0,120
0,264

0,035



