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Nos estudos de biodisponibilidade de minerais na nutri¢do de peixes, utilizam-se os chamados
indicadores fecais. Um dos marcadores fecais mais utilizados ¢ o Cr,0O3, por ser completamente néo
absorvivel, ndo ter acdo farmacologica no aparelho digestorio e por passar uniformemente através dele
(CHO, 1987). A determinagao da porcentagem de Cr,O; e dos minerais nas fezes dos peixes permite
estimar o coeficiente de biodisponibilidade desses nutrientes, comparando-se com a porcentagem do
oxido e do mineral presente inicialmente na racdo (HANLEY, 1987). A quantificacdo do Cr,O; e dos
minerais apresenta dificuldades nos procedimentos de mineralizacdo das amostras, que ¢ feita por
aquecimento em blocos digestores, utilizando-se mistura nitrica-perclérica. Os extratos acidos gerados
contém fons Cr,0,%, espécie altamente toxica. Dessa forma, desenvolvimento de novas metodologias
que permitam a quantificagdo segura dos nutrientes inorganicos ¢ do 6xido de cromio (III) utilizado
como marcador de ragdes, para determinacdo da digestibilidade nutricional aparente nos estudos de
nutricdo animal, particularmente nutricdo de peixes, torna-se fundamental. Neste contexto, a extragdo
do analito por ultra-som, apresenta-se como uma técnica bastante promissora, principalmente porque
permite a eliminagdo da mineralizagdo nitrico-perclorica das amostras das em bloco digestor e também
a producao de cromio (VI) no processo, que pela metodologia classica utilizada, constitui o principal
problema. As ondas ultra-sonicas promovem a extragdo dos analitos da matriz, devido a atuagdo das
ondas sobre as moléculas organicas presentes na amostra, diminuindo o tamanho destas e quebrando a
ligacdo metal-molécula organica ou, dependendo da poténcia ultra-sonica aplicada, pode até destruir o
composto organico (ROSA et. al, 2002). Considerando o exposto, este trabalho descreve o
desenvolvimento de um método para determinagdo de ferro em amostras de ragdes e fezes de peixes
por espectrometria de absor¢do atdmica por chama utilizando extracdo por ultra-som, eliminando
assim a etapa de mineralizagdo das amostras e a formacdo de espécies toxicas no extrato resultante.

As amostras de ragoes e fezes de peixes foram desidratadas em estufa de recirculagido forgada
de ar e moidas em moinho criogénico. Apos este tratamento as amostras apresentaram granulometria
menor que 60 pm. Em seguida, foram transferidos para frascos de teflon de 50 mL aproximadamente
100 mg de amostras e aliquotas de 25 mL de solugdo 0,10 mol L de 4cido cloridrico. A mistura
amostra/solug@o foi entdo submetida a agitacdo por ultra-som para extragdo do nutriente inorganico
estudado. Utilizando-se este procedimento foram avaliadas diferentes concentragdes de solugdes de
acido cloridrico, tempos de sonificacdo e poténcias de ultra-som no processo de extragdo do analito de
interesse. Os extratos acidos obtidos foram separados da fase so6lida remanescente por centrifugacao.

As determinagdes de ferro nos extratos obtidos apds o procedimento de extragdo por
ultra-som foram feitas por espectrometria de absorcao atdmica por chama (FAAS) utilizando-
se solugdes padrao Titrisol MERCK no preparo da curva de calibragdo. O equipamento
utilizado foi um espectrometro da Shimadzu modelo AA-6800, equipado com corretor de absorgdo
de fundo com lampada de deutério e sistema self-reverse (SR) e amostrador automatico ASC-6400.
Foi utilizada lampada de catodo oco de ferro SHIMADZU, operada com 10 mA de corrente no
comprimento de onda de 248,6 nm e resolucdo espectral 0,5 nm. A chama utilizada foi de ar/acetileno,
de estequiometria oxidante, com fluxo do gas combustivel constante de 2 L min™' ¢ de 0,80 L min™
para o gas oxidante.

A eficiéncia do processo de extracdo do ferro das amostras de ragdes e fezes foi avaliada
variando-se o tempo de extragdo e a poténcia ultra-sonica. As Figuras 1 ¢ 2 mostram a influéncia do
tempo e da poténcia de sonificagdo sobre a extragdo do ferro das amostras.
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Figura 1. Influéncia do tempo de sonificacdo no processo de extragdo de ferro de amostras de
racdes e fezes de peixes. Solugdo extratora: HC1 0,10 mol L™.
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Figura 2. Influéncia da poténcia de sonificacdo no processo de extracao de ferro de amostras
de ragdes e fezes de peixes. Solugdo extratora: HC1 0,10 mol L.

Analisando-se a Figura 1, observa-se que a partir de 20 s o tempo de sonificacio
praticamente ndo influencia os sinais de absorbancia. Dessa forma, este tempo foi utilizado
em todos os demais experimentos. Em relacdo a influéncia da poténcia de ultra-som no
processo de extracdo do ferro, pode-se observar na Figura 2, que os sinais de absorbancia
permanecem praticamente constante no intervalo de 40 — 60 W de poténcia. Optou-se entdo
por utilizar a poténcia de 40 W em todos os demais experimentos. Depois de estabelecidas as
condig¢des 6timas do processo de extragdo do ferro das amostras biologicas, a precisao e a exatidao



do método proposto foram avaliadas utilizando-se ensaios de adi¢cdo e recuperagdao do analito
em 4 amostras de racdes. A Tabela 1 mostra os resultados obtidos nesses experimentos.

Tabela 1 — Resultados obtidos dos experimentos de recuperagdo de ferro de amostras de ragoes de
peixes utilizando-se o método de extragdo por ultra-som e determinagdes por FAAS.

Concentragdo em pg kg™

Amostras

Valores Determinados Valores Adicionados*
Ragio 1 1,4610,03 1,4540,04
Ragdo 2 5,85+0,15 5,8340,17
Racédo 3 5,86+0,14 5,81+0,19
Rac¢do 4 5,80+0,20 5,82+0,18

*Valores determinados por FAAS utilizando-se a mineralizagdo das amostras em forno de microondas

Observa-se que os desvios-padrdo relativos calculados foram sempre menores que 5%,
mostrando que o método apresenta boa repetibilidade e exatiddo entre as medidas. A exatiddo do
método também foi verificada empregando amostra de ragdo certificada (Farinha de Arroz, 1568a —
National Institute of Standards and Technology) contendo 90+2,5 mg kg™ de ferro. O resultado dessa
determinacgdo também apresentou um desvio padrio relativo inferior a 5% e estatisticamente idéntico
ao valor certificado (89+1,8 mg kg de ferro) com 95% de confianga, o que refor¢a a boa exatiddo do
método proposto.

Utilizando-se os pardmetros otimizados para o processo de extragdo dos analitos, o método foi
aplicado na determinagdo da biodisponibilidade de ferro de quatro amostras de suplementos
alimentares utilizadas na dieta de alevinos de Tilapia do Nilo (WATANABE et. al., 1997). A Tabela 2
mostra os valores dos coeficientes de biodisponibilidade calculados a partir das determinagdes de ferro
utilizando-se o método de extragdo proposto e por mineralizacdo das amostras em forno de
microondas.

Tabela 2. Coeficiente de biodisponibilidade de ferro de diferentes fontes alimentares utilizadas na
dieta de alevinos de Tilapia do Nilo.

Fontes de Alimentares

Levedura Milho Farelo de soja Farelo de arroz

Coeficiente de
biodisponibilidade 86+2*  84+1"  87+1*  85+2"  84+2*  83+1" g6+2*  85+2°
(%)

*Calculo baseado na % ferro determinado pelo método proposto
# Calculo baseado na % ferro determinado por GFAAS apds mineralizagdo das amostras em forno de microondas

Observa-se pelos resultados apresentados na Tabela 2, que método proposto para
determinagdo da biodisponibilidade de ferro de amostras de ragdes de peixes, utilizando-se extragdo
por ultra-som, obteve resultados equivalentes ao método utilizando a mineralizacdo das amostras em
forno de microondas como etapa inicial. No entanto apresenta a vantagem de ndo gerar residuos
toxicos que podem comprometer a saude do analista e contaminar o meio ambiente. Além disso, como
ndo exige a necessidade da mineralizagdo das amostras, o tempo das determinag¢des analiticas, ¢
reduzido consideravelmente.
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