Quim. Nova, Vol. 32, No. 4, 923-927, 2009
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DETERMINATION OF BIOAVAILABLE PHOSPHORUS IN FISH FEEDS BY ULTRASOUND EXTRACTION AND VISIBLE
SPECTROPHOTOMETRY. The aim of the present work was to develop and optimize a method for determination of bioavailable
phosphorus in samples of feces and fish feed using ultrasound extraction and subsequent quantification by visible spectrophotometry.

Using as extractor solution HNO, 0.50 mol L™, the great conditions of extraction established were: sample mass - 100 mg, samples

granulometry - < 60 pum, sonification time - five cycles of 40 s and ultrasound potency - 136 W. The proposed method was applied
in studies of digestibility of this nutrient in different feeds used in diets of juvenile of Nile tilapia.
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INTRODUCAO

Os tecidos corporais dos animais possuem elementos quimicos
em proporgdes e quantidades varidveis. Neste contexto, os minerais
sdo componentes essenciais a0 metabolismo, refletindo na maior ou
menor produtividade do animal.! Dois a cinco por cento do corpo
do animal € constituido pela fracdo mineral, que varia em fun¢do da
espécie, da raga e do préprio individuo.>* O fésforo ¢ classificado
como um macromineral, ou seja, mineral que o organismo neces-
sita em grandes quantidades e, ainda, apresenta fungdo estrutural,
porque € parte integrante dos ossos, dentes e de algumas proteinas
musculares.'”

Os minerais podem interagir entre si, com outros nutrientes e
também com alguns fatores ndo nutritivos da dieta. A interagio do
tipo sinérgica ou antagdnica poderd ocorrer na propria dieta e durante
o metabolismo no trato digestério. O conhecimento dessas interagoes
assume importancia fundamental para a correcio das deficiéncias
minerais causadas principalmente pelos desequilibrios entre os ele-
mentos constituintes da dieta. No aspecto sinérgico, o fésforo pode ser
citado como participante do processo intermedidrio da formagao da
parede intestinal, na atividade das enzimas digestivas e na formacao
dos o0ssos.*Na interacdo do tipo antagdnica, em nivel gastrintestinal, o
fésforo pode inibir a absorcéo de outros elementos devido a formagdo
de complexos como, por exemplo, ferro-fitatos e desencadear efeitos
opostos sobre os ciclos bioquimicos no organismo.*¢

Em decorréncia a sua essencialidade para o crescimento e para o
metabolismo dos lipidios, o fésforo € o mineral de maior importancia
na nutrigdo animal. A maior quantidade de fésforo a ser metaboli-
zado vem da dieta, enquanto que nos alimentos de origem vegetal
este mineral se apresenta em grande parte na forma indisponivel.
Sua exigéncia na nutri¢do de peixes € dependente das caracteristicas
anatomofisioldgicas do sistema digestdrio da espécie criada e da fonte
desse mineral, sendo que na fonte alimentar, este elemento pode se
apresentar na forma de fésforo organico como fitatos, fosfolipidios e

*e-mail: padilha@ibb.unesp.br

fosfoproteinas e na forma inorganica, como monofosfatos, bifosfatos
e trifosfatos, soldveis ou ndo, no suco géstrico dos peixes.”!°

A maior parte do fésforo presente nos ingredientes de origem
vegetal, com destaque aos cereais, que sdo os principais compo-
nentes das formulag¢des de ragdes, estd na forma de fitato. Por isso,
considera-se que apenas 30% do fésforo dos vegetais esteja disponivel
para ndo-ruminantes (monogastricos).” A disponibilidade deve-se a
quantidade de fésforo preso a molécula de dcido fitico ou simples-
mente fitato. O fitato pode formar complexos do tipo quelato com
fons metdlicos como, por exemplo, ferro, cobre, zinco e manganés.
O que além de deixar indisponivel o fésforo e alguns nutrientes me-
télicos, interfere também na absorcéo de aminoécidos e pode inibir
a atividade de vdrias enzimas digestivas enddgenas, como tripsina,
pepsina e amilase.”!1?

Estudos da biodisponibilidade do fésforo na nutri¢do animal
buscam interpretar dados que melhorem a absorcdo deste mineral
em fontes alimentares que apresentem fésforo fitico. Com a melhor
absor¢do desse nutriente, é possivel eliminar efeitos negativos de
fatores antinutricionais que resultam em crescimento reduzido, alta
conversdo alimentar, alteragdes hormonais e, em casos extremos,
lesdes nos 6rgdos. Além disso, favorece a diminui¢do da polui¢do
ambiental devido a menor excre¢ao fecal de fosfatos ndo absorvidos
que permanecem na dgua de cultivo, cujo descarte € feito nos ma-
nanciais hidricos, o que contribui significativamente no processo de
eutrofizac@o do sistema aquético."

Dessa forma, o desenvolvimento de novas metodologias que per-
mitam a extracdo e a quantifica¢@o segura dos nutrientes inorganicos,
para posterior determinagio do coeficiente de digestibilidade aparente
desses nutrientes nos estudos de nutrigdo animal, torna-se funda-
mental. Neste contexto, a extracdo do analito por ultra-sonificagdo,
apresenta-se como técnica bastante robusta.'*!® Os efeitos quimicos
provocados pelos ultra-sons ocorrem devido ao fendmeno da cavita-
¢do actustica, que € o processo de nucleacdo, crescimento e colapso
de bolhas transientes em liquidos expostos a ondas ultra-sonicas de
baixa freqiiéncia (< 1 MHz). A energia liberada durante a cavitagdo
acustica fornece excelentes perspectivas para o preparo e/ou trata-
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mento de amostras.'>!® No preparo de amostras, o colapso das micro-
bolhas favorece a extragdo de espécies quimicas a partir de materiais
s6lidos, bem como a dissoluc@o destes ou completa mineraliza¢ao
no caso de compostos orgnicos.'®!® Assim, a utilizagdo da extragéo
de nutrientes metdlicos de amostras bioldgicas por ultra-sonificacdo
permite a eliminag¢@o da mineralizagdo acida que, pela metodologia
cldssica, se constitui no principal problema.'**

Considerando o exposto, este trabalho descreve o desenvolvi-
mento de um método para determinagdo de fésforo biodisponivel
de amostras de racdes de peixes utilizando extracdo por ultra-som e
quantificag@o por espectrofotometria no visivel permitindo, assim, a
estimativa do coeficiente de digestibilidade aparente desse nutriente
em algumas fontes alimentares utilizadas na piscicultura.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solucoes

Agua ultrapura (18,2 MQ cm!) obtida pelo sistema Elga modelo
Purelab Ultra Ionic, dcido nitrico e cloridrico (Merck) de grau anali-
tico foram utilizados no preparo das solucdes extratoras. As solucdes
padrdo de fésforo foram preparadas por diluicdes de padrio titrisol
Merck e as solu¢des dos concomitantes foram preparadas a partir de
reagentes de grau analitico, todos Merck. Todas as solugdes foram
estocadas em frascos de polipropileno.

Todos os frascos de estocagem de amostras e solucdes padrio,
vidrarias e as cubetas do espectrofotometro foram lavados com dcido
nitrico 10% v/v por 24 h, em seguida, com dgua ultrapura e secos por
jatos de ar puro antes da utilizagdo.

Coleta e preparo das amostras

As amostras de fezes de peixes foram coletadas apds experimen-
tos de digestibilidade envolvendo juvenis de tilapia do Nilo que foram
submetidos a uma dieta com diferentes fontes alimentares. Esses
experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Nutricdo de
Peixes da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia/UNESP,
Campus de Botucatu.

Depois de coletadas, as amostras de racdes de peixes foram
desidratadas em estufa de recirculacdo forcada de ar por 48 h e
submetidas & moagem criogénica. Para isso, uma massa de aproxi-
madamente 1,0 g da amostra foi colocada em frasco de policarbonato
juntamente com a barra magnética, o qual devidamente fechado
foi imerso em nitrogénio liquido. Pelo impacto entre a amostra e
a barra magnética submetida a um campo magnético oscilante (20
impactos s') a amostra foi pulverizada. O programa utilizado na
moagem das amostras compreendeu uma primeira etapa de 2 min
para o pré-congelamento, 1 min de pulverizagido, novamente 1 min
de congelamento e uma segunda etapa que compreendeu dois ciclos
com dois estdgios de pulverizagio e congelamento, perfazendo um
tempo total de 8 min. Este procedimento permitiu obter particulas
com granulometria menor que 60 um.*'

Instrumentacio

Estufa de circulagdo forgada de ar Tecnal modelo TE — 394/1.

A moagem das amostras foi feita em moinho criogénico SPEX
— Freezer, modelo Mill 6750.

Desrruptor de células ultra-sonico Unique equipado com sonda
de titdnio de 3 mm foi utilizado no processo de extragdo do fésforo
nas amostras de ragdes e fezes de peixes.

Forno de microondas Provecto Analitica (Campinas-SP) modelo
DGT 100 plus foi utilizado para mineralizagdo das amostras.

Quim. Nova

A determinacdo de fosforo foi feita utilizando espectrofotdmetro
Genesys™ modelo 6.

Extracio do fosforo

Ap6s a etapa de secagem e moagem, aproximadamente 100 mg
de amostra e 20 mL de solucéo de dcido cloridrico e/ou nitrico foram
transferidas para frascos de teflon de 50 mL. A mistura amostra/
solucdo foi entdo submetida a agitacio por ultra-som para extracio
do fésforo. Adotando este procedimento foram avaliadas diferentes
concentragdes das solucdes dcidas e diferentes tempos de sonifica-
¢do e poténcias do ultra-som no processo de extracio do analito. Os
extratos dcidos obtidos foram separados da fase s6lida remanescente
por centrifugagdo, para posterior determinacdo da concentracdo de
fésforo.

Outra parte das amostras foi também mineralizada em forno de
microondas. Para isso, massas de 100 mg de amostras moidas crioge-
nicamente foram transferidas diretamente para os frascos de teflon do
forno de microondas, adicionando-se em seguida 2,50 mL de acido
nitrico 14 mol L', 0,50 mL de 4cido perclérico 12 mol L' e 0,50 mL
de perdxido de hidrogénio 30% m/m. O programa de aquecimento
utilizado foi o descrito no manual do fabricante do equipamento com
algumas modifica¢des.!** Este procedimento foi utilizado também
na digestao dos extratos dcidos obtidos no processo de extragdo por
ultra-som, utilizando-se no caso volumes de 3,00 mL dos extratos,
1,50 mL de 4cido nitrico concentrado, 0,50 mL de dcido percldrico
12 mol L' e 0,50 mL de perdxido de hidrogénio 30% m/m.

Determinacéo de fosforo nas amostras de racéo e fezes de peixes

A determinacio de fésforo foi feita utilizando o método espec-
trofotométrico do dcido vanadomolibdicofosférico. Esse método
fundamenta-se na reag¢@o de fons ortofosfato, em meio dcido, com
ions molibdato e vanadato com conseqiiente formacdo de um
heteropolidcido complexo de cor amarela. Tal complexo absorve
radiagdo visivel em 420 nm, comprimento de onda correspondente
a cor violeta, complementar da cor verde amarelado. A intensidade
de radiagdo absorvida pelo heteropolidcido complexo € proporcio-
nal 4 quantidade de ortofosfato (H,PO,*) e/ou fésforo presente nos
extratos dcidos.”

RESULTADOS E DISCUSSAO

Otimizacao do tempo e da poténcia de sonificacio no processo
de extracao dos analitos metalicos

A eficiéncia do processo de extracao por ultra-som de fésforo das
amostras de ragdes e fezes foi avaliada variando as concentragdes das
solucdes dcidas extratoras, o tempo de extra¢do e a poténcia ultra-
sonica. Na etapa de moagem da amostra procurou-se obter a menor
granulometria possivel, o que favorece a homogeneidade do analito
no material sélido e evita possiveis erros associados a representati-
vidade da amostra. Nessa etapa também foi evitada a manipulacio
excessiva das amostras procurando, assim, evitar possiveis fontes
de contaminac@o. A quantidade de material s6lido pesado (100 mg)
foi feita considerando a concentragdo do nutriente na formulagdo da
racdo. O efeito da concentracdo do 4cido cloridrico e nitrico no pro-
cesso de extracao do fésforo foi avaliado na faixa de 0,10 a 1,00 mol
L, medindo o sinal de absorbancia nos extratos dcidos obtidos com
cada uma dessas solucdes, apds a reagdo com o agente cromogénico.
Observou-se que o maior sinal de absorbancia foi obtido utilizando
dcido nitrico 0,50 mol L' (Figura 1). Dessa forma, essa solugdo
extratora foi utilizada em todos os demais experimentos.
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Figura 1. Influéncia da concentragdo das solugdes de dcido cloridrico e

nitrico no processo de extragdo de fosforo de amostras de ragoes e fezes de

peixes. Condigoes experimentais: tempo de sonificagdo — 5 ciclos de 40 s;

poténcia utilizada — 136 W

Conforme j4 discutido, as ondas ultra-sdnicas promovem a extra-
¢a0 dos analitos da matriz devido a atuag@o dessas sobre as moléculas
organicas presentes na amostra, destruindo-as e provocando a quebra
da ligacdo do analito com essas moléculas.'*!® Assim, foram feitos
experimentos de otimizagdo do tempo e da poténcia de sonificacio
no processo de extracdo do fosforo das amostras de ragdes e fezes,
utilizando 4cido nitrico 0,50 mol L' como solugio extratora. As
Figuras 2 e 3 mostram os resultados obtidos nesses experimentos.

O aumento do tempo de sonificacdo provoca o aumento da
temperatura do meio extrator. Normalmente, observa-se que numa
temperatura em torno de 50 °C, a eficiéncia de extracéo ¢ favorecida
devido ao aumento do nimero de nicleos de cavitagdo acustica
formada nas proximidades da superficie da fase sdlida da suspen-
sdo (sistema sélido-liquido).”® No entanto, quando a temperatura
do meio extrator se aproxima da temperatura de ebulicdo da fase
liquida, ocorre um decréscimo na eficiéncia da sonifica¢do devido
a diminuicdo da tensdo superficial do meio e aumento da pressdao
de vapor dentro das microbolhas, o que provoca uma diminui¢io
nas ondas de choque.?* Existe, dessa forma, um tempo considerado
6timo de sonificagdo no processo de extracdo do analito de uma
amostra solida. Nesse tempo ocorre a cavitacio actstica ou o ciclo
de formac@o, crescimento e colapso das microbolhas formadas pela
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Figura 2. Influéncia do tempo de sonificagdo no processo de extragdo de
[fosforo de amostras de ragées e fezes de peixes. Condigoes experimentais:
tempo de sonifica¢do — 5 ciclos de 10, 20, 40, 50 e 60 s; poténcia utilizada —
136 W; solugdo extratora — dcido nitrico 0,50 mol L
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Figura 3. Influéncia da poténcia de sonificagcdo no processo de extragdo de
fosforo de amostras de ragoes e fezes de peixes. Condigoes experimentais:
tempo de sonificagdo - 5 ciclos de 40 s; poténcia utilizada — 20, 30, 40, 50 e
60% da poténcia total do equipamento (340 W); solugdo extratora — dcido
nitrico 0,50 mol L'

propagacao das ondas. Apds o colapso das bolhas de cavitacdo, ocorre
a liberacdo de grande quantidade de energia na microrregido préxima
da superficie da fase sélida provocando, assim, a extrag¢@o do analito
e, em alguns casos, até a dissolu¢do do material s6lido.?® Analisando
os graficos apresentados na Figura 2, observa-se que a partir de 5
ciclos de 40 s de agitacdo ultra-sonica (200 s no total), os sinais de
absorbancia medidos permaneceram praticamente constantes, sendo
que a temperatura medida no sistema sélido-liquido foi de 66 °C.
Dessa forma, este tempo foi considerado eficiente no processo de
extragdo dos analitos metélicos.

A intensidade do ultra-som transmitida ao meio estd direta-
mente relacionada a amplitude da vibragdo da ponta do sonotrodo.
Geralmente, um aumento na intensidade da poténcia favorecerd um
aumento nos efeitos quimicos provocados pela sonificacdo. Quando
se utiliza amplitude vibracional muito elevada, um grande niimero de
bolhas de cavitagdo sdo geradas na solucio, o que pode desfavorecer
o crescimento e o colapso dessas bolhas, tendo como conseqiiéncia
uma diminui¢do da energia liberada através da fase liquida.'”'82*
A eficiéncia da extracdo do fésforo, conforme mostra a Figura 3,
aumenta com amplitude crescente de 20 a 30% (68 a 102 W), per-
manecendo constante para os valores mais elevados de amplitude. Os
resultados obtidos indicaram que a eficiéncia maxima do processo de
extragdo foi conseguida na escala de amplitude 40 a 60% (136 a 204
W) de poténcia. Optou-se entdo por utilizar a amplitude de 136 W de
poténcia em todos os demais experimentos, pelo fato dessa poténcia
provocar um menor aumento de temperatura da solug@o extratora (66
°C) contra, respectivamente, 74 e 82 °C para as amplitudes de 170 e
204 W de poténcia.

Figuras de mérito do método de extracdo proposto

Ap6s a otimizag@o dos pardmetros fisico-quimicos (concentragdo
da solugdo extratora, tempo e poténcia de agitacdo ultra-sonica), a
exatiddo e a precisdao do método de extragdo foram testadas utilizando
ensaios de recuperagdo de fésforo de amostras de ragdes e fezes de
peixes e também em uma amostra de padrio de ragdo certificado, cujos
teores desses nutrientes foram determinados previamente utilizando
a mineralizagdo dcida em forno de microondas. Os resultados dessas
determinagdes sdo mostrados na Tabela 1.

Analisando os resultados obtidos utilizando a extracdo por ultra-som
e a mineralizacdo das amostras (Tabela 1), observa-se que em ambas as
metodologias os desvios-padrdo relativos calculados foram menores que
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Tabela 1. Concentracdo de fésforo em amostras de ragdes e fezes de
peixes, utilizando extracdo por ultra-som e mineralizacdo em forno
de microondas (n = 5)

Quim. Nova

Tabela 2. Concentracio de fésforo em amostras de racdes preparadas
a partir de quatro fontes alimentares utilizadas na dieta de juvenis de
tilapia do Nilo (n = 5)

Extracdo por  Extra¢do por  Extrato ultra-

Amostras de

racdes e fezes soniﬁcagéo mineraliZfalgﬁo sonico dig_erido
(mg kg™) (mg kg™) (mg kg™
Ragio, 992+21 1091+25 1026+14
Ragio, 997+23 1095+28 1032+12
Fezes, 1345+31 1896+42 179221
Fezes, 1482+35 2062+51 1945+25
Ezfggca s 170£2,12 1724221 1703,60

*Corn Bran, RM 8433 — National Institute of Standards and Technol-
ogy, valor certificado = 171+11,00 mg kg

3%, mostrando que estas apresentaram boa precisao (repetibilidade entre
as medidas). No entanto, os resultados obtidos utilizando a extracdo por
ultra-som apresentaram valores cerca de 10% menores para as amostras
de ragdo e cerca de 40% menores para as amostras de fezes, quando
comparados com as porcentagens de fésforo determinadas utilizando a
mineralizagdo 4cida no processo de extracdo. Essas diferencas possivel-
mente estdo relacionadas ao fésforo fitico presente nas amostras de ragdes
e fezes, que no processo de ultra-sonificagiio néo € extraido na forma de
di-hidrogenofosfato para a rea¢do com os fons vanadato e molibdato,?
reacdo utilizada na determinac@o do analito conforme descrito ante-
riormente. Para confirmar essa hipétese foram feitas determinagdes de
fosforo nos extratos obtidos da extragiio por ultra-som procedendo-se
a digestdo acida desses em forno de microondas. Os resultados obtidos
(Tabela 1) indicam que, apds a digestdo em forno de microondas dos
extratos obtidos por sonificacdo, houve um aumento nas concentragdes
de fésforo, que apresentaram valores cerca de 6% menores em relacdo
as concentragdes determinadas nos extratos obtidos por digestao direta
das amostras, o que reforca a hipétese da fragdo de fésforo fitico ndo
ser mineralizada no processo de extracdo por ultra-som. Em relagio aos
resultados determinados para a ragio certificada, mostrados na Tabela 1,
observa-se que além dos valores apresentarem desvios-padrao relativos
menores que 2%, o que caracteriza uma boa repetibilidade entre os
resultados, também estdo bem préximos dos valores certificados, com-
provando assim a exatiddo do método de extragio proposto.

Aplicacio do método

O método de extrag@o proposto foi aplicado em determinacdes de
rotina de fosforo, para posterior cdlculo dos coeficientes de digestibi-
lidade desse nutriente em quatro fontes alimentares utilizadas na dieta
de juvenis de tildpia do Nilo. Os resultados dessas determinagdes fo-
ram comparados com os resultados obtidos utilizando a mineralizag¢ao
acida das amostras em forno de microondas (Tabelas 2 e 3).

Com base nos valores das porcentagens de fésforo determinados
nas amostras de ragdes e fezes da espécie em estudo, apds a conver-
sdo dos dados apresentados nas Tabelas 2 e 3 e na determinagao da
porcentagem de 6xido de cromio (marcador biolégico utilizado em
estudos de digestibilidade de nutrientes na nutricdo animal, deter-
minado conforme procedimento descrito por Silva er al.),"” foram
calculados os coeficientes de digestibilidade aparente (Da) do fésforo
na dieta, a qual foi fornecida a juvenis de tildpia do Nilo, utilizando
a Equacao 1.2

%Cn20sr %NTf
Da =100-{100 X (D
%Cr20sf %Nr

Concentragio de Fosforo (mg kg™)
Amostras de ragdes

Sonificado Mineralizado
Ragio, 1162423 1289+25
Ragio, 114021 126026
Ragdo, 1152+20 126727
Rag@o, 1090+19 1210+24

Ragdo, — a base de levedura; Rag@o, — a base de milho; Ragdo, —a
base de farelo de soja; Ragdo, — a base de farelo de arroz

Tabela 3. Concentragio de fésforo em amostras de fezes de juvenis
de tildpia do Nilo (n = 5)

Concentragdo de Fésforo (mg kg™)
Amostras de fezes

Sonificado Mineralizado
Amostra, 1417£29 2568+52
Amostra, 1400+27 2450+49
Amostra, 140525 2459+51
Amostra, 1370+23 2500+46

Amostra, — fezes de peixes alimentados com a Ragdo,; Amostra, —
fezes de peixes alimentados com a Ragdo,; Amostra, —fezes de peixes
alimentados com a Ragdo,; Amostra, — fezes de peixes alimentados
com a Ragdo,

onde, Da = coeficiente de digestibilidade aparente; %Cr,O,r= por-
centagem de 6xido de crdmio na ragdo; %Cr,O,f = porcentagem de
6xido de cromio nas fezes; %Nr = porcentagem do nutriente na racao
e %Nf = porcentagem do nutriente nas fezes.

Os valores dos Da, calculados a partir dos resultados das deter-
minacdes de fosforo utilizando o método de extragdo por ultra-som
e a mineralizagdo das amostras em forno de microondas, estdo
sumarizados na Tabela 4.

Comparando-se os valores dos Da do fésforo presentes nas quatro
racdes utilizadas na dieta de juvenis de tilapia do Nilo apresentados na
Tabela 4, observa-se que os Da obtidos, utilizando o teor de fésforo
total (amostras mineralizadas), apresentaram valores entre 24-27%
menores que os obtidos considerando as porcentagens de fésforo
determinadas utilizando ultra-som no processo de extragdo do analito.
As racdes utilizadas na dieta dos peixes foram preparadas a partir de
fontes alimentares de origem vegetal; essas fontes alimentares apre-
sentam de 50 a 95% do teor total de fésforo na forma de acido fitico
(hexafosfato de inositol). Os peixes ndo apresentam a enzima fitase
endégena que promove a hidrdlise da ligagdo éster entre o fosfato e
a molécula de inositol, disponibilizando assim o fésforo presente na

Tabela 4. Coeficiente de digestibilidade aparente do fésforo das
quatro racdes utilizadas na dieta de juvenis de tildpia do Nilo

Amostras de Coeficiente de Digestibilidade Aparente - Da (%)

ragoes Sonificado Mineralizado
Ragdo, 58,54+1,20 32,26+0,65
Ragdo, 58,24+x1,12 33,88+0,71
Ragao, 58,53+1,04 34,01+0,71
Ragéo, 57,27+0,96 29,75+0,55
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molécula do 4cido fitico.?*?**> Como o método de extragéo por ultra-
som nao mineraliza a fragdo fitica, os Da calculados utilizando esse
método de extragdo sdo maiores porque na relagdo %N/%N_foram
computadas somente as fragdes de fésforo disponivel nas ragdes, ou
seja, as fracdes extraidas na forma de di-hidrogefosfato. Dessa forma,
pode-se inferir que a extracdo por ultra-som possibilita a obtencao
de resultados de digestibilidade de fésforo mais coerentes com a
necessidade de absor¢do deste nutriente pela espécie tildpia do Nilo,
considerando que esses sdo concordantes com os resultados obtidos
por pesquisadores que utilizaram a suplementac¢do da enzima fitase
em alimentos vegetais para disponibilizar o fésforo fitico.?333

CONCLUSOES

O método proposto de extracdo de fésforo por ultra-som permitiu
calcular os Da desse nutriente em quatro amostras de ragdes utiliza-
das na dieta de juvenis de tildpia do Nilo. Como nesse processo de
extra¢do ndo ocorre a mineralizacdo da fracdo de fésforo na forma
de fitato, € possivel obter o teor biodisponivel desse nutriente, o que
permite a estimativa de Da que caracteriza a absorcdo do fésforo da
dieta a qual os peixes foram submetidos. De forma geral, deve-se
destacar que a metodologia proposta diminuiu consideravelmente
o tempo de andlise, o que favoreceu a velocidade analitica. Outro
fato a ser destacado ¢ que no método de extracdo por ultra-som o
oxido cromico que € adicionado nas ragdes como indicador bioldgico
inerte'*? ndo € solubilizado e, conseqiientemente, o cromio(III) nao é
oxidado a dicromato, espécie quimica extremamente toxica, formada
no processo de mineraliza¢do nitrica/perclérica das amostras.
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