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RESUMO

O selénio é um micronutriente para 0s seres humanos que ganhou destaque no ambito
académico mundial, pois a sua deficiéncia esta relacionada a algumas patologias do organismo.
Estudos recentes ndo trouxeram apenas uma melhor compreensao das funcdes do Se no corpo
humano, mas também propuseram estratégias para incremento da sua ingestdo, especialmente
através da alimentacdo. Estudos de biofortificacdo de selénio em alimentos-base foram
realizados nas ultimas décadas. Diversos destes estudos conseguiram elevar os teores deste
nutriente nos alimentos por meio de biofortificacdo. No entanto, ainda sdo escassos 0s estudos
para a avaliacdo das espécies quimicas deste elemento que sdo acumuladas nos graos de cereais.
Pesquisas relacionadas a avaliacdo da fracdo de selénio potencialmente biodisponivel nesses
alimentos biofortificados sdo ainda mais escassas. Ensaios de bioacessibilidade nos alimentos
biofortificados para avaliar a eficiéncia da biofortificacdo do alimento com espécies inorganicas
de selénio, como selenato e selenito sdo indispensaveis. O arroz, por exemplo, é um dos
alimentos basicos mais consumidos no Brasil. A biofortificacdo, que aumentara o teor do
elemento no gréo, pode mitigar o problema de baixa ingestdo de selénio pela maior parte da
populacdo que o tem como base alimentar. Portanto, o objetivo deste trabalho foi determinar a
fracdo bioacessivel de Se em grédos de arroz, cujas plantas foram biofortificadas com espécies
inorganicas do elemento aplicadas via solo ou foliar. Para isto, foi utilizado um método de
extragdo sequencial in vitro que simula o trato gastrointestinal humano. As amostras e extratos
passaram por digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas. As determinacdes de teores
totais e bioacessiveis foram feitas por Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente
Acoplado (ICP-MS) com camara de reacdo dinamica (DRC) utilizando gas oxigénio (O2). Este
estudo permitiu concluir que a biofortificacdo via foliar com selenito e selenato de sddio foram
mais eficazes na producdo de grdos com maiores teores de selénio na fracdo bioacessivel. O
teor bioacessivel de selénio nos grdos de arroz foi, em média, de 61 + 5 % do teor total sendo
que 44 + 4 % do teor total de selénio é extraido na etapa gastrica da digestdo. Estes resultados
permitem concluir que a biofortificacdo de gréos de arroz, com formas inorganicas de selénio,
é eficaz também para aumento do teor bioacessivel deste elemento no alimento, mas a
quantidade a ser aplicada via solo ou via foliar deve considerar que a fracao eficiente é inferior
a quantidade total com base na dose aplicada.

Palavras-chave: Bioacessibilidade. Biofortificagdo. ICP-MS. Selénio.



ABSTRACT

Selenium is a micronutrient for human nutrition that has gained distinction in the world
scientific scenario, because its deficiency is related to some human diseases. Recent studies
have not only brought a better understanding of the functions of the Se in the human body, but
also proposed strategies to increase its intake, especially through food. Selenium
biofortification studies in staple foods have been performed in recent decades. Several of these
studies were successful in attaining to higher levels of this nutrient in food through
biofortification. However, there are still few studies towards the evaluation of chemical species
of this element that are accumulated in cereal grains. Research related to the assessment of the
potentially bioavailable selenium fraction in these biofortified foods is even more scarce. It is
important to perform bioaccessibility assays on biofortified foods to evaluate the efficiency of
food biofortification using inorganic selenium species, such as selenate and selenite. Rice, for
example, is one of the most consumed staple foods in Brazil. Its biofortification, which will
increase the content of the nutrient in the grain, can mitigate the problem of low selenium intake
by most of the population that chooses rice as a staple food. Thus, the objective of this work
was to determine the bioaccessible fraction of selenium in rice grains biofortified via soil or
foliar with inorganic species of the element. For this purpose, an in vitro sequential extraction
method was used to simulate the human gastrointestinal tract. The samples and extracts were
submitted to microwave-assisted acid digestion. The determinations of total and bioaccessible
levels were performed by Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS) with
dynamic reaction cell (DRC) using oxygen gas (O2). This study allowed us to conclude that the
biofortification via leaf with sodium selenate and selenite were more effective in producing
grains with higher selenium levels in the bioaccessible fraction. These content in rice grains
were, on average, 61 £ 5 % of the total content and 44 + 4 % of the total were extracted in the
gastric stage of digestion. These results allow to conclude that the biofortification of rice grains,
with inorganic forms of selenium, is also effective to increase the bioaccessible content of this
element in food, but the amount to be applied to the soils or plant leaves must consider that the
efficient fraction would be lower than the total amount based on the applied dose.

Keywords: Bioaccessibility. Biofortification. ICP-MS. Selenium.
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1 INTRODUCAO

O selénio (Se) é um elemento que ganhou visibilidade no &mbito cientifico nas ultimas
décadas devido aos seus efeitos nos sistemas bioldgicos, especialmente para o ser humano.
Estudos comecaram a ser realizados para determinar os efeitos da deficiéncia e do excesso de
selénio no organismo humano. O intervalo entre 0s niveis maximo e minimo recomendados de
ingestdo deste micronutriente é estreito, especialmente para criangas de até 1 ano de vida,
fazendo com que o alcance do consumo 6timo seja complexo (THOMSON, 2004; NAVARRO-
ALARCON; LOPEZ-MARTINEZ, 2000, NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH — NIH,
2021). Os teores de Se no solo sdo bastante varidveis, especialmente nas regides tropicais.
Gabos et al. (2014) determinaram o0s teores basais de selénio em varias amostras de solos do
Brasil (n = 58) englobando diversas classes e materiais de origem. Esses autores encontraram
uma ampla faixa de concentracéo do elemento (de teores menores que 0,08 a 1,61 mg kg2, com
uma média de 0,19 mg kg?). Os baixos teores encontrados na maior parte dos solos brasileiros,
limitam que os produtos agricolas produzidos apresentem naturalmente, concentracdes mais
adequadas de selénio (MORAES et al., 2009; FERREIRA, 2002).

A alimentacdo é a principal fonte de nutrientes do organismo. Sendo assim, a baixa
ingestdo de nutrientes é consequéncia direta do baixo teor nos alimentos ingeridos. A
deficiéncia de micronutrientes causa o mau funcionamento do organismo gque, com isso, torna-
se susceptivel a diversas doencas de cunho nutricional. Algumas delas estdo relacionadas a
baixa ingestdo de selénio e isso impulsionou estudos, em diversos paises, relacionados aos
efeitos fisioldgicos deste elemento (SCHRAUZER, 2000; YANG et al., 2022; KURIA et al.,
2021). Constatou-se que o consumo regular de alimentos ricos em Se e/ou a sua suplementacao
estdo relacionados a diminuicdo na prevaléncia de algumas patologias, tais como: cancer
gastrointestinal e de préstata, doencas cardiovasculares e diabetes (FAIRWEATHER-TAIT et
al., 2011; NAVARRO-ALARCON; LOPEZ-MARTINEZ, 2000).

Apesar do baixo consumo diario recomendado (70 ug por dia para homens e 60 ug por
dia para mulheres) (KIPP et al., 2015), o selénio é muito importante para a satide humana. E
um componente essencial de importantes rotas metabdlicas (BROWN; ARTHUR, 2001) e
constituinte das selenoproteinas, como a glutationa peroxidase (GPx). As selenoproteinas
apresentam papel relevante como antioxidantes, na regulagéo da funcdo da tireoide, assim como
na prevencdo do acidente vascular cerebral, na melhoria da fertilidade e da resposta imune
(WEEKS; HANNA; COOPERSTEIN, 2012).
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A média de consumo mundial de selénio é considerada baixa, embora existam exce¢oes
(DINH et al., 2018). Esta variacdo se deve, principalmente, aos teores de Se no solo de cada
regido. Devido aos baixos teores nos solos brasileiros, como descrito acima, os teores de selénio
nos alimentos produzidos a partir dos produtos agricolas nacionais também séo baixos (tabela
1). Desta forma, estudos de biofortificagdo procuram incrementar os teores de Se nestes

alimentos a fim de aumentar a ingestéo diaria deste importante nutriente.

Tabela 1 — Teor de selénio em alimentos consumidos no Brasil
Selénio (g/100g de alimento cru)

Alimento (numero de amostras)

Teor Médio Faixa ? CV%?®
Feijao © (7) 1,0 0,325 90
Arroz polido ¢ (4) 0,8 0,1-1,3 63
Farinha de trigo € (9) 5,6 2,7-11,8 48
Farinha de mandioca ' (6) 1,6 0,3-2,4 50
Fubéa de milho 9 (6) 3,4 2,0-6,6 53

2 Faixa de variag&o entre as amostras analisadas de cada produto.

® Coeficiente médio de variag&o entre as amostras analisadas.

¢ Amostras cultivadas nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Parana e Pernambuco. Quatro
amostras de feijdo preto, uma de vermelho, uma de roxo capixaba e uma de carioquinha.

d Amostras cultivadas nos estados do Rio Grande do Sul e Minas Gerais.

¢ Amostras das marcas comerciais Sonho Branco, Nimero Um, Dona Benta, Boa Sorte, Vilma, Santa
Luzia, Boa Sorte Vitaminado, Celeste e Vilma Vitaminado.

f Amostras produzidas e embaladas nos estados de Santa Catarina, Minas Gerais, S&o Paulo e Espirito
Santo.

9 Amostras produzidas nos estados do Parana, Goias, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul.

Fonte: (FERREIRA et al., 2002)

Segundo Nascimento et al. (2011), em todas as macrorregides brasileiras, com excecao
da regido Norte, os padrBes de consumo incluem alimentos da dieta tipica brasileira, ou seja,
arroz, feijéo e farinhas (trigo, mandioca e de milho) (NASCIMENTO et al., 2011). Portanto,
devido a importancia cultural e facilidade de acesso, acredita-se que a biofortificacdo desses
alimentos possa gerar bons resultados quanto ao aumento da ingestdo de nutrientes pela
populacéo.

No Brasil, diversas pesquisas avaliaram a biofortificagdo de varios alimentos
amplamente consumidos no pais com diversos elementos de interesse nutricional. Pesquisando
a base de dados Scopus®, buscando o termo “biofortification” e restringindo a busca para
trabalhos do Brasil de 2013 até o inicio de 2022, foram encontrados 51 artigos cientificos que

avaliaram de alguma forma a biofortificacdo de alimentos. Os artigos sdo listados na tabela 8
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Figura 2 — Elementos avaliados em artigos publicados entre 2013 e 2021 no Brasil sobre
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gerando diferentes espécies quimicas como selenoenzimas e selenoproteinas. O selénio pode
ser encontrado em diversas formas quimicas tanto nas folhas quanto nos graos. Estas espécies
quimicas apresentam diferentes capacidades de serem metabolizadas pelo organismo humano.
As espécies quimicas organicas, por exemplo, sdo mais biodisponiveis do que as formas
inorganicas (selenato e selenito, por exemplo) (DUMONT; VANHAECKE; CORNELIS, 2006;
RAYMAN, 2008). Desta forma, torna-se fundamental a proposicdo de estudos que visem, ndo
somente a determinacgdo do teor total de Se, mas também da avaliacdo da fracdo bioacessivel
deste nutriente (ARI et al., 2022), ou seja, a realizacdo de estudos que possam determinar a
quantidade potencialmente disponivel para ser absorvida pelo organismo.

Estudos de biofortificagdo de diversos alimentos mostram que € possivel aumentar 0s
teores totais de Se, mas a maior parte destas pesquisas ndo apresentam os dados referentes a
bioacessibilidade. Portanto, ndo se pode determinar com precisdo a efetividade da
biofortificacdo sem que se proceda ensaios que avaliem a fragdo potencialmente biodisponivel
dos nutrientes (DELAQUA et al., 2022). Para acessar tais informacdes, € necessaria uma
avaliacdo de bioacessibilidade do nutriente através de simulacdo do trato gastrointestinal
humano. Estes testes de bioacessibilidade podem ser realizados in vitro, ja que esta abordagem
oferece adequada correlacdo com os ensaios in vivo, além de propiciar vantagens adicionais,
tais como a elevada frequéncia analitica, possibilidade de automacao e miniaturizacao, controle
mais rigoroso dos parametros analiticos, baixo custo, alta precisdo e exatiddo e boa
reprodutibilidade (MOREDA-PINEIRO, J.; MOREDA-PINEIRO, A.; BERMEJO-
BARRERA, P., 2017).

Os objetivos deste trabalho, portanto, sdo: i) validar um método analitico para a
avaliacdo da fracdo bioacessivel de selénio em amostras de graos de arroz biofortificados com
este elemento; ii) proposicdo de um fator de correcdo para a aplicacdo de selénio via solo e via
foliar a fim de corrigir as doses aplicadas na producdo de arroz com teores adequados para
consumo humano. Para alcangar tais objetivos foram executados ensaios de bioacessibilidade

in vitro pela simulacgdo do trato gastrointestinal humano.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Selénio

O selénio foi isolado pela primeira vez em 1817 pelo quimico sueco Jons J. Berzelius.
Seu numero atbmico é 34 e sua massa atdmica é 78,971 u. Alocado na familia 16 da tabela
periodica entre o enxofre (S) e o teldrio (Te), possui varias propriedades semelhantes ou
intermedidrias a estes dois elementos (REILLY, 1996). O selénio pode ser encontrado na sua
forma elementar, reduzido com carga -2 (H2Se, seleneto de hidrogénio, por exemplo), ou nas
formas oxidadas +4 (SeOs, selenito) e +6 (SeQ42, selenato). Na tabela 2 ¢é fornecida uma lista
com 0s isotopos estaveis de selénio acompanhados das suas respectivas massas atbmicas e

abundancias relativas.

Tabela 2 — Is6topos estaveis de selénio e respectivas massas atbmicas e abundancias relativas

Is6topo Massa Atbmica Abundancia (%)
4Se 73,922 0,89
®Se 75,919 9,37
Se 76,920 7,63
83e 77,917 23,77
80ge 79,917 49,61
825 81,917 8,73

Fonte: (DE LAETER et al., 2003)

Em 1957 foi reconhecida a essencialidade do selénio (SCHWARZ; FOLTZ, 1957) e em
1973 (FLOHE; GUNZLER; SCHOCK, 1973), foi identificada a primeira selenoproteina, a
glutationa peroxidase (GPx), considerada uma das maiores responsaveis pela reducéo catalitica
do peroxido de hidrogénio e hidroperoxidos (LEI; CHENG; MCCLUNG, 2007). Cabe também
mencionar que ja foi demonstrado o importante papel desempenhado pelo selénio como
antioxidante celular (BATTIN; BRUMAGHIM, 2009). O selénio estd ligado, direta ou
indiretamente, a fungdes criticas na via metabolica e nos sistemas imune e enddcrino humano,
além de auxiliar no combate a inflamacdes e infeccdes (WILLIAMS; HARRISON, 2010;
DUNTAS, 2009; HOFFMANN; BERRY, 2008; BECKETT; ARTHUR, 2005).
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A deficiéncia de selénio no organismo estd, indiretamente, relacionada as baixas
concentragfes do elemento no solo, uma vez que sua maior absorcao é consequéncia direta da
ingestdo de alimentos enriquecidos no elemento (LOPES; AVILA; GUILHERME, 2017). Isto
estd relacionado ao fenémeno conhecido como fome oculta, definido pela deficiéncia de
micronutrientes na alimentacdo mesmo com a abundancia de alimentos (BURCHI; FANZO;
FRIZON, 2011; LENAERTS; DEMONT, 2021).

Devido as suas caracteristicas semelhantes ao enxofre (S), o selénio pode substitui-lo
em moléculas que contém este elemento, como os aminoacidos. Este fator pode significar o
acumulo de Se em alimentos com altos teores de proteinas, como ovos e carnes, por exemplo
(SIGRIST et al., 2012; SAGER, M., 2006; KLAPEC et al., 2004).

2.2 Avaliacao da bioacessibilidade

Diversas pesquisas visam melhorar a alimentacdo humana seja em quantidade de
alimentos ou a qualidade deles. A quantidade de alimentos é, sem duvida, de suma importancia
para a humanidade, especialmente observando o aumento da populacdo mundial. O fenédmeno
conhecido como fome oculta, no entanto, mostra que somente a quantidade de alimentos ndo é
suficiente para uma boa nutricdo, € preciso, também, que os alimentos tenham nutrientes em
quantidade suficiente para o bom funcionamento do organismo (BURCHI; FANZO; FRISON,
2011; LENAERTS; DEMONT, 2021).

Frequentemente, o alimento pode nao conter quantidades adequadas de nutrientes, pois
foi produzido em solo com baixos teores destes elementos essenciais. Se o solo agricola ndo
possui estes componentes em concentracdes fitodisponiveis adequadas, o alimento colhido ndo
contera os teores apropriados dos nutrientes. Varias pesquisas, portanto, visam aumentar o teor
de nutrientes nos alimentos aplicando-os diretamente ao solo ou sobre as plantas (VELU et al.,
2014; CAKMAK; KUTMAN, 2018; WHITE; BROADLEY, 2009).

Bovell-Benjamin e Bromfield (2010) asseveram que as informagdes nutricionais
presentes nos rétulos dos alimentos auxiliam aos consumidores em suas escolhas nutricionais,
0 que contribui diretamente na prevengdo de doencas crbnicas, como alguns tipos de cancer,
diabetes, obesidade e doencas cardiovasculares. As autoras também afirmam que o0s
consumidores ao lerem uma informacdo nutricional no rotulo com o dado referente a
porcentagem do valor diario recomendado atendida por porgédo, tém uma falsa percepcéo de

que todo o teor do nutriente presente na porcao sera efetivamente utilizado pelo corpo humano,
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0 que ndo e correto. Portanto, h4 um caminho longo a ser seguido para a exigéncia de uma
rotulagem nutricional mais completa que forneca dados de biodisponibilidade e que propicie
aos consumidores escolhas alimentares mais saudaveis. Para o caso do selénio, a FDA (Food
and Drug Administration), agéncia federal dos Estados Unidos da América, ndo requer nem
que se informe nos rétulos dos alimentos os teores totais do elemento, a menos que 0 mesmo
tenha sido adicionado ao alimento (NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH - NIH, 2021).

Além de aumentar o teor total do nutriente no alimento colhido, também é importante
garantir que uma fracdo significativa seja disponivel para o organismo. Desta forma, é
necessaria uma abordagem elucidativa acerca dos conceitos de biodisponibilidade e
bioacessibilidade de nutrientes. O conceito de biodisponibilidade varia de acordo com a area de
pesquisa. Para a area de nutricdo, a definicdo comumente aceita para biodisponibilidade ¢é a
fracdo do analito ingerido que foi efetivamente digerida, absorvida e metabolizada e esta
disponivel para ser usada pelo organismo no cumprimento de suas funcdes fisioldgicas ou para
ser armazenada (FAIRWEATHER-TAIT, 1993; SRINIVASAN, 2001). A bioacessibilidade,
por outro lado, pode ser definida como a fracdo de um composto que é removido da sua matriz
no trato digestivo e se torna disponivel para absorcdo pelo organismo (FERNANDEZ-
GARCIA; CARVAJAL-LERIDA; PEREZ-GALVEZ, 2009).

Uma das estratégias de determinacéo in vivo da absor¢do de nutrientes, é o balango de
massa entre a quantidade fornecida ao organismo (notadamente através da alimentacao) e a
guantidade excretada por ele. A diferenca equivale a fracdo absorvida do composto estudado.
Os resultados obtidos por estes métodos sdo muito exatos, pois a analise é feita utilizando o
préprio organismo, entdo o teor absorvido encontrado no estudo é, de fato, o que estava
biodisponivel. No entanto, tal metodologia exige a utilizacdo de seres vivos, humanos ou outros
animais, o que torna a execugao do experimento muito mais complexa, seja por impedimentos
éticos e legais, ou por questdes de reprodutibilidade, que pode ser menor devido as diferengas
intrinsecas entre os individuos monitorados. Outra estratégia in vivo & determinar a
concentracdo do analito nos tecidos do organismo durante um tempo determinado (DALTO,
MATTE, 2022).

Os estudos in vitro, por sua vez, buscam simular as condigdes fisioldgicas e a sequéncia
de reagbes quimicas que ocorrem na digestdo considerando os compartimentos do trato
digestivo (boca, estdbmago e intestino) (FERNANDEZ-GARCIA; CARVAJAL-LERIDA;
PEREZ-GALVEZ, 2009). N&o é possivel, porém, simular totalmente o ambiente digestivo,

devido a sua complexidade, mas apenas com as espécies quimicas que fazem parte de algumas
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das reacOes envolvidas na digestdo. Assim sendo, os métodos in vitro exigem uma validacao
via correlagdo com os métodos in vivo (COLES et al., 2013).

A avaliacdo pode ser feita in vivo ou in vitro sendo que a primeira mede a
biodisponibilidade enquanto a segunda mede a bioacessibilidade. Uma das possibilidades para
0 ensaio in vitro, é o método em batelada proposto por Horner e Beauchemin (2013), no qual a
amostra moida de alimento é colocada em contato com uma solugéo de saliva artificial por 10
min a 37 °C, em seguida com solucdo de suco gastrico simulado por 2 h e, finalmente com
fluido intestinal simulado, também por 2 h. Por fim, o residuo passa por digestao acida assistida
por radiagdo micro-ondas. Os tempos e temperaturas de extragdo simulam as condic¢des da
digestéo realizadas pelo corpo humano.

Outros métodos, listados por Vasques, et al. (2020), consistem na simula¢éo in vitro da
digestdo do corpo humano para a extracdo de elementos potencialmente toxicos presentes no
solo e sdo estratégias interessantes para a avaliagdo de risco a salde humana em areas
contaminadas (YIN, et al., 2022). O método desenvolvido por Rodriguez e Basta (1999) foi
validado com um ensaio in vivo, obtendo-se elevada correlagdo. O método é conhecido como
gastrointestinal in vitro (IVG, do inglés, in vitro gastrointestinal). Este método consiste na
simulacdo da fase gastrica, em meio &cido, e da fase intestinal, em meio alcalino, para estimar
a biodisponibilidade de arsénio em solo contaminado. A maior fragdo dos elementos é extraida
na etapa gastrica, portanto, alguns pesquisadores optam por um método de etapa Unica como o
teste de bioacessibilidade de extracdo simples (SBET, do inglés Simplified Bioaccessibility
Extraction Test), que simula a condicdo gastrica (LI, et al, 2014; NING, et al., 2021; OOMEN,
etal., 2002).

2.2.1 Avaliacdo da bioacessibilidade de selénio

O selénio se tornou alvo de estudos em diversos paises pela sua importancia no
organismo humano como micronutriente. Devido a estes estudos, a validacdo de métodos
analiticos para a determinacdo deste elemento e seus compostos orgénicos e inorgénicos foi
muito discutida visando & obtencdo de resultados mais confidveis. As formas organicas séo
melhor absorvidas pelo organismo, ou seja, tém maior biodisponibilidade em relagdo as
especies inorganicas (DUMONT; VANHAECKE; CORNELLIS, 2006).

Delaqua et al. (2022) avaliaram a bioacessibilidade e biodisponibilidade de selénio em

grdos de trigo biofortificados agronomicamente. Foi aplicado o selenato de sddio via foliar, em
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3 doses diferentes (5, 10 e 20 g de Se por hectare). As amostras de graos, apos secagem, foram
moidas e submetidas a digestdo 4cida assistida por radiacdo micro-ondas. O teor total de selénio
nos gréos foi determinado por espectrometria de emissdo 6tica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES). O teor bioacessivel foi determinado pela simulacdo do trato
gastrointestinal utilizando solugdes enzimaticas para simular as rea¢Ges bioquimicas do
organismo. Os extratos do teste in vitro foram analisadas por espectrometria de absorcdo
atdbmica com atomizacéo eletrotérmica em forno de grafite (GFAAS). O teor bioacessivel foi
calculado pela razéo entre o teor de selénio extraido na digestdo simulada e o teor total. Os
autores encontraram fracGes bioacessiveis entre 63,3 e 93,8% do teor total de selénio.

O método utilizado por Delaqua et al. (2022), como descrito acima, e outros trabalhos
publicados encontrados na literatura, utilizam o método descrito por Minekus et al. (2014) que
detalha uma simulacédo de digestdo in vitro. Este método, além das enzimas a-amilase, pepsina
e pancreatina, utiliza também a bile, tripsina, lipase pancreética, entre outras enzimas e ainda
solucBes eletroliticas para controle da forca i6nica das solugcdes em cada etapa da digestdo
simulada. Segundo os autores, estes reagentes melhoram a simulacédo do trato digestivo, porém,
algumas das enzimas, por exemplo, possuem atividades secundarias ou de menor influéncia na
digestdo, outras enzimas tém suas concentragdes controladas pelo organismo de forma
individual, ou seja, cada organismo controla o teor dessas enzimas de forma especifica,
portanto, dificultando uma generalizacdo das concentracBes necessarias de cada uma na
simulacdo. Desta forma, é compreensivel a utilizacdo de métodos mais simples para a simulacéo
in vitro do trato digestivo.

Os resultados obtidos pela analise destes extratos sdo comparados com os de teor total
ou com a soma da fracdo extraida com a residual obtida com o método, apds digestdo acida,
para determinacdo da fracdo bioacessivel do selénio nos graos analisados.

A digestdo das amostras para determinacdo dos teores totais dos elementos e também
para a quantificacdo da fracéo residual utilizando a digestdo acida assistida por radiacdo micro-
ondas, em compara¢do com outros métodos classicos, € mais rapida, mais precisa, utiliza menor
quantidade de reagentes e, portanto, tem menor risco de contaminagdo (B1ZZlI et al., 2017).
Outra possibilidade para a determinacéo de teores totais dos analitos, seria a decomposicéo por
calcinacdo, no entanto, pode ocasionar perda de analitos volateis, devido ao aquecimento a
elevadas temperaturas em frasco aberto. Digestdo com acidos, em frascos fechados, pode evitar
a perda de Se, mas é necessaria a otimizacao da extracdo para evitar que o poder de detecgdo
seja deteriorado devido a dilui¢do do extrato final (AMARAL et al., 2016; GHOLAMI et al.,
2016).
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Sun, et al. (2017) avaliaram a bioacessibilidade do selénio em arroz cozido utilizando
um sistema in vitro chamado de SHIME (simulador do ecossistema microbial intestinal
humano, do inglés Simulator of the Human Intestinal Microbial Ecosystem). Este método
difere dos demais ensaios in vitro de bioacessibilidade, pois incorpora a simulacdo a
comunidade microbial presente no coélon humano. Foram utilizados dois tipos de amostra
diferentes, o arroz branco polido comercializado nas provincias chinesas de Guangzhou e de
Hunan, ambas com teor de Se maior que 0,4 mg kg™. As amostras foram secas e passaram por
etapas de beneficiamento até a obtencéo do arroz branco e polido. As amostras foram cozidas
seguindo 0 método de cozimento de 1 parte de arroz para 3 partes de agua ultrapura, proporcao
comumente utilizada na China. Ap6s o cozimento, as amostras foram liofilizadas e moidas. As
amostras foram submetidas ao teste SHIME com a simulacdo do trato intestinal e da microbiota
intestinal e, posteriormente os extratos, a amostra cozida e a amostra crua foram submetidas a
digestdo &cida assistida por radiacdo micro-ondas. As determina¢des quantitativas foram feitas
por ICP-MS. Os autores utilizaram selenato de sddio (Na2SeQa) para preparar os padrdes para
analise e para adi¢do as amostras. Utilizaram uma mistura da solucéo gastrica e intestinal para
preparar a curva analitica para minimizar a interferéncia na analise. A andlise de especiacao
quimica do selénio foi conduzida por HPLC-ICP-MS. O teor total de selénio encontrado nas
amostras cruas foi de 1,03 e 0,67 mg kg* para as amostras avaliadas de cada uma das regides.
Né&o foram observadas diferencas significativas entre o teor total nas amostras cruas e cozidas,
mostrando que o processamento ndo altera o teor total. O teor bioacessivel de selénio
encontrado no experimento foi de 67 a 76% do teor total na amostra. Os autores discutem que
0 pH baixo do suco gastrico desnatura as proteinas do arroz, consequentemente liberando o
selénio ligado as mesmas. Portanto, a fase gastrica é a maior responsavel pela extracdo do
selénio do arroz. Os autores também observaram que a espécie presente em maior quantidade
no arroz é a selenometionina (SeMet). A maior quantidade de selénio organico no arroz em
compara¢do com o inorganico estd relacionada a maior fragdo bioacessivel de selénio no

alimento.

2.3 Principais compostos organicos de selénio de importancia nutricional

O selénio inorganico, ao ser metabolizado pelas plantas, é transformado em diversas
espécies organicas e inorganicas. Dentre 0os compostos organicos formados, destacam-se a

selenometionina (SeMet) e a selenocisteina (SeCys). Ambas sdo variagdes dos aminoacidos
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metionina (&cido (S)-2-amino-4-metiltiobutandico) e cisteina (&cido (R)-2-amino-3-sulfanil-
propandico). A substitui¢do do enxofre por selénio nas moléculas ocorre devido a similaridade
destes elementos (PILON et al., 2003). Selénio nas formas SeMet e SeCys € absorvido pelo
organismo através dos mecanismos ativos de transporte de aminoacidos e sdo mais
biodisponiveis do que selenito ou selenato (MCCONNELL; CHO, 1967; VENDELAND et al.,
1994).

A SeMet (4cido 2-amino-4metilselenilbutandico) € uma variagdo do aminoacido
metionina substituindo o enxofre da molécula pelo atomo de Se. Possui massa molar
equivalente a 196,12 g mol™. A SeCys (acido (R)-2-amino-3-selenil-propandico) é a variacéo
da cisteina substituindo o atomo de enxofre por Se. Possui massa molecular de 167,06 g mol™.

2.4 Preparo de amostras para determinacéo de niveis traco de espécies inorganicas

A andlise quimica ndo estéa restrita somente a quantificacdo ou identificacdo de analitos
em uma determinada amostra a partir do emprego de um instrumento analitico. Nos estudos da
guimica analitica € notorio que a analise quimica se inicia na etapa de amostragem. A amostra
pode ser definida como uma parcela de uma populagdo, ou seja, um grupo de unidades
pertencentes a um conjunto maior. Ela deve ser representativa, ou seja, possuir caracteristicas
semelhantes a sua populacdo de origem de forma a permitir a caracterizacdo fidedigna da
populacdo original. A analise quimica sempre gera dados apds sua realizacdo, porém, estes
dados poderdo ser adequadamente atribuidos ao objeto em estudo somente se a amostra
analisada for representativa daquele objeto. Portanto, é crucial que a amostragem seja feita de
forma a permitir a inferéncia sobre a populacdo analisada (MATUSIEWICZ, 2017).

Uma populacdo pode ser homogénea, nas quais as unidades que a integram possuem
caracteristicas similares, ou heterogénea, que possui diferencas significativas entre as unidades.
No primeiro caso, qualquer amostra removida da populacdo original sera representativa, mas
se a populacgéo é heterogénea, a representatividade da amostra depende das unidades escolhidas
e, portanto, a analise de uma amostra ndo representativa pode gerar uma inferéncia errbnea
sobre o0 objeto em estudo. Alguns métodos de amostragem sdo utilizados visando a maior
representatividade da amostra. A amostragem aleatoria permite que cada unidade dentro da
populacdo tenha a mesma probabilidade de pertencer a amostra. A amostragem representativa
considera as diferencas entre as unidades a fim de obter um conjunto com caracteristicas médias

proximas a populacdo original. Portanto, € necessaria a analise de maltiplas amostras para
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garantir representatividade. Na amostra composta, porém, é feita a mistura de amostras
heterogéneas para obtencdo de uma Unica amostra homogénea com caracteristicas que
representem melhor a populacdo de origem. A obtencdo de uma amostra composta permite
diminuir o esforgco necessario ao custo de um menor detalhamento da anélise sobre o objeto de
estudo em comparacdo com a analise de diversas amostras separadamente (MATUSIEWICZ,
2017).

Varios processos podem ser necessarios para a analise quimica entre a amostragem e a
determinacéo por um equipamento analitico. Estes processos podem ter a funcéo de modificar
a amostra para uma forma especifica para introducéo no equipamento, como a solubilizagdo ou
digestdo de amostras sélidas para a obtencdo de solu¢des liquidas que podem ser injetadas em
equipamentos como espectrometros ou cromatografos liquidos, ou até mesmo a extracao de
uma fase gasosa para analise por cromatografia em fase gasosa. Podem também ser aplicados
processos de remocao de interferentes de matriz. Estes processos, conhecidos como preparo de
amostra, porém, podem também ocasionar em um aumento da ocorréncia de erros sistematicos,
como, por exemplo a adicdo de interferentes ou contaminantes no processo de digestdo acida
ou na perda de analito ao remover interferentes de matriz. H4 ainda a contaminacdo pelo
ambiente como por componentes dos instrumentos utilizados. Todas essas possibilidades
devem ser consideradas ao se escolher o método analitico utilizado para obtengdo dos dados
desejados (ROCHA; NOBREGA; KAMOGAWA, 2016)

A maior parte das analises quimicas em amostras sélidas necessitam que estas sejam
transformadas em uma solucdo antes da analise. Solidos inorganicos solUveis podem ser
dissolvidos em agua ou outro reagente para obtencdo de uma solucdo limpida e sem
interferentes de matriz. Amostras organicas ou de matriz mista, como amostras de solo,
sedimentos e material vegetal, possuem matrizes mais complexas e, portanto, a decomposicdo
completa da matriz ndo é garantida (WELNA; SZYMCZYCHA-MADEJA; POHL, 2011).
Amostras solidas normalmente passam por processos de digestdo por via tmida ou calcinagdo
para posterior solubilizacdo. A calcinacdo € mais utilizada para remocdo de interferentes
organicos da amostra, que é colocada em uma mufla sob agquecimento a uma temperatura entre
450-550 °C. Devido a temperatura relativamente alta, este processo ndo € indicado para
determinacdo de elementos volateis. Outra possibilidade € a digestdo acida da amostra em
sistema aberto. A amostra é colocada em um recipiente com &cido e o sistema é aquecido. Os
problemas mais comuns atrelados a este processo sao o longo tempo necessario para digestdo
da amostra, a contaminagdo da amostra pelo ambiente devido a abertura do sistema, uso de

grandes quantidades de reagentes, presenca de impurezas do reagente e perda de analito por
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volatilizagdo. Também pode ser utilizado o método de digestdo &cida assistida por radiacdo
micro-ondas. Este método é empregado para decomposicdo de diversas matrizes organicas e
inorganicas. O método utiliza acido ou mistura de acidos que sdo aquecidos apela interacdo
com radiacdo micro-ondas. O sistema é fechado evitando volatiliza¢do de analitos, utiliza baixo
volume de reagentes, causando menor contaminacdo da amostra, e 0 processo é mais rapido,
com duracdo de alguns minutos (WELNA; SZYMCZYCHA-MADEJA; POHL, 2011). Os
extratos produzidos também possuem baixos teores de carbono residual (RCC) e de sélidos
dissolvidos (NOBREGA et al., 2012).

Um dos desafios da digestdo &cida de amostras sélidas para determinacao de elementos
em niveis traco é a diluicdo necesséaria do digerido obtido antes de sua introducdo no
equipamento para evitar danos ao mesmo. A diluicdo do extrato para obtencdo de teores
aceitaveis de acidez final faz com que haja uma diminuicéo substancial do teor final do analito
a ponto de ndo ser possivel quantifica-lo. Alguns desenvolvimentos na técnica de digestdo &cida
foram feitos a fim de contornar este problema, como o uso de &cidos diluidos em oposi¢do ao
uso de acidos concentrados e outros reagentes, como o peréxido de hidrogénio, que auxiliam
na decomposicdo da amostra. Bizzi et al. (2011) obtiveram digestdo eficaz de amostras de leite
em po integral utilizando acido nitrico 7 mol L™ na proporcao de 500 mg de amostra para 6 mL
de &cido diluido. A digestao foi completa, sem necessidade de pressurizar o sistema com gas
oxigénio. O equipamento foi ajustado para uma rampa de aquecimento de 5 min a 1000 W de
poténcia seguido de 10 min de estabilizacdo com poténcia de 1000 W com posterior etapa de
resfriamento. Os autores confirmaram que a pressurizagdo com gas oxigénio (O2) aumenta a
eficiéncia de decomposicdo da amostra devido a regeneracdo do &cido nitrico dentro do frasco
reacional. O peroxido de hidrogénio, ao reagir com a amostra, auxilia na decomposicao desta e
libera moléculas de oxigénio no sistema que podem auxiliar também na regeneracdo do acido
nitrico.

O desempenho do preparo de amostra pode ser avaliado por alguns parametros
analiticos. A exatid&o é definida pela proximidade do resultado obtido na analise em relacédo ao
teor verdadeiro na amostra. Sdo utilizados materiais de referéncia certificados (CRM), com
teores conhecidos do analito, que sdo processados da mesma forma que as amostras do
experimento, e devem apresentar concentracdes determinadas similares aos valores
certificados. A precisdo do método € obtida pela medida da variagédo dos resultados obtidos na
andlise para as réplicas do experimento, mais precisamente através do coeficiente de variagdo
(CV). Para obté-lo, cada amostra é processada maultiplas vezes e cada réplica é analisada

separadamente obtendo um valor para a concentracdo do analito. Quanto menor o CV obtido,
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maior a precisdo do método. A exatiddo do método também pode ser avaliada pela adi¢do de
padrdo em amostras que devem apresentar teor final referente & soma do teor natural do
elemento na amostra e o teor adicionado. Isto permite detectar interferéncias no método de
quantificacdo. O erro analitico causado pela contaminacdo das amostras durante 0S processos
de preparo também pode ser corrigido pelo uso de brancos, amostras sem o analito, nas quais
sdo aplicados todos os processos utilizados nas amostras estudadas podendo também ser
adicionados componentes da matriz da amostra (tudo da amostra que ndo é o analito) para se
aproximar ao maximo da matriz real da amostra (SKOOG et al. 2004). Com estes parametros
é possivel avaliar a qualidade do método utilizado na analise quimica das amostras (WELNA,;
SZYMCZYCHA-MADEJA; POHL, 2011).

2.5 Principais métodos de determinacao de selénio

O selénio é um elemento, em geral, presente em pequenas quantidades no solo (em
grande parte das regides no mundo) (REIS, 2017), nas plantas e no organismo humano.
Considerando os baixos teores, em geral, as amostras a serem analisadas, sejam de digeridos de
solo ou de plantas (folhas, frutos, etc.), possuem baixas concentracdes deste elemento, com
excecdo de amostras provenientes de regides ricas em selénio ou de experimentos com adigédo
de altos teores. Sendo assim, 0 método de determinacdo de selénio deve apresentar um baixo
limite de detec¢do (LOD, do inglés Limit of Detection).

A escolha do método analitico se baseia no tipo de amostra e no tipo de analito que se
deseja quantificar. Um dos parametros a ser considerado € se o analito € uma espécie quimica
elementar ou um composto molecular.

As técnicas mais utilizadas para analise elementar em baixas concentra¢fes sdo a
espectrometria de absorcdo atbmica com atomizacdo em forno de grafite (GFAAS, do inglés
Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry), a espectrometria de massas com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS, do inglés Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry)
e também a espectrometria de absor¢do atdmica com geracdo de hidretos (HGAAS, do inglés
Hydride Generation Atomic Absorption Spectrometry) (MARTINS et al., 2017; SIGRIST et
al., 2012). A HGAAS é uma técnica muito utilizada na determinacgéo de Se pois, utilizando os
procedimentos de extracdo e pre-reducdo adequados, a técnica permite uma alta sensibilidade
e baixos niveis de interferéncias (FOSTER; SUMAR, 1996; KOS; VEBER; HUDNIK, 1998).

No entanto, a etapa de pré-reducdo dos extratos pode aumentar muito o fator de dilui¢do das
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amostras e, se 0 teor na amostra original for muito baixo, pode impossibilitar a quantificagéo
por HGAAS.

As trés técnicas citadas acima, normalmente necessitam de uma etapa prévia de abertura
de amostra para transformar uma amostra solida em um extrato liquido para que possa ser
inserido no equipamento que fara a quantificacdo, exceto quando hé a possibilidade de analise
direta de amostras sélidas. Cabe mencionar que o processo de abertura de amostra deve prezar
pela menor diluicio e menor perda de analito possiveis (NAVARRO-ALARCON; LOPEZ-
MARTINEZ, 2000). A abertura de amostra por digestdo acida assistida por radiacdo micro-
ondas é uma técnica mais rapida e mais precisa por utilizar menor quantidade de reagentes se
comparada a outros métodos convencionais, possuindo, também, menor risco de contaminagao
(KOS; VEBER; HUDNIK, 1998). O processo também ocorre em sistema fechado, evitando
perda de analitos por volatizacdo, fator importante para determinacdo de elementos volateis,

como o selénio.

2.6 Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)

A Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS) é uma
técnica analitica multielementar capaz de quantificar mais de 70 elementos quimicos em poucos
minutos, com apenas uma inje¢do da amostra. E possivel a analise de amostras gasosas por
injecdo direta, amostras liquidas utilizando um nebulizador e também amostras sélidas
utilizando o sistema de ablacdo a laser (LA-ICP-MS, do inglés Laser Ablation Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometry). Sem este sistema, as amostras solidas podem ser
analisadas por ICP-MS utilizando técnicas de abertura de amostras como solubilizacéo direta
da amostra ou decomposicdo acida da mesma (SKOOG, 2004; THOMAS, 2008).

O plasma é um atomizador continuo e permite 0 acoplamento com outras técnicas de
analise como o sistema de injecdo em fluxo (FIA, do inglés Flow Injection Analysis) e a
cromatografia em fase liquida (LC, do inglés Liquid Chromatography). Outra técnica pode ser
utilizada para substituicdo do nebulizador, o gerador de hidretos que utiliza a propriedade de
alguns elementos em formar hidretos, que na forma gasosa, sdo introduzidos diretamente no
plasma. A analise por ICP-MS de amostras liquidas utiliza um sistema de nebulizagdo da
amostra para misturar a solugdo com um gas de arraste na forma de um aerossol. O gés de
arraste €, em geral, um gas inerte para evitar a sua interferéncia na analise. Usualmente é
utilizado o argonio (Ar) (SKOOG, 2004; THOMAS, 2008).
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O plasma pode ser definido como um gas parcialmente ionizado com concentracao
significativa de cations e elétrons. Além de ser um gas inerte, o argdnio também é utilizado no
ICP pela capacidade dos ions argénio formados no plasma de absorverem poténcia de uma fonte
externa suficiente para manter o plasma em temperaturas elevadas (10.000 K). O ICP utiliza
uma fonte de radiofrequéncia (RF) devido as vantagens como sensibilidade e menor efeito de
interferéncias. A RF atua sobre a tocha, uma tubulagdo de quartzo envolvida por uma bobina
de inducdo e por onde passa o argbnio e onde se forma o plasma. Quando as goticulas da
amostra chegam ao plasma, em uma temperatura entre 6000 e 8000 K, ocorrem a dessolvatacédo
e a vaporizagdo de forma muito eficiente e a atomizacdo do analito é muito alta, sendo assim, a
sua eficiéncia muito maior do que em chamas (SKOOG, 2004; THOMAS, 2008).

Apds a atomizacdo e ionizacdo no plasma, os ions gerados passam por uma interface
antes de chegar ao analisador de massas. A interface é responsavel por fazer a transicao entre o
plasma, que opera em pressdo atmosférica, e o analisador de massas, que funciona a uma
pressdo de 10 Torr. A interface é crucial para que uma grande fragdo dos fons formados no
plasma cheguem até o analisador de massas. E formada por dois ou trés cones, normalmente de
niquel ou platina, conhecidos como amostrador (sampler), skimmer e hiper skimmer (SKOOG,
2004; THOMAS, 2008).

Durante o processo de atomizacdo, até a nuvem de ions chegar ao analisador de massas,
sdo gerados ions de fundo que também serdo arrastados juntamente com os ions da amostra
como o Ar*, ArO*, ArH*, H.O*, O*, entre outros. Também podem ser gerados ions a partir de
componentes da matriz amostral, do gas auxiliar, dos &cidos e solventes utilizados. Estes ions
ainda podem reagir entre si formando ions poliatdmicos que podem interferir na quantificacéo
dos analitos de interesse (LUM; LEUNG, 2016; SKOOG, 2004). Os analisadores de massas
sdo dispositivos que separam os ions do analito daqueles ndo desejados e dos ions interferentes.
Existem vérios tipos de analisadores de massa que utilizam diferentes métodos para a separacéo
dos ions. Os mais utilizados em ICP-MS s&o os quadrupolos, de setor magnetico e tempo de
V00.

O quadrupolo é formado por 4 barras cilindricas que sdo paralelas entre e si e ligadas a
corrente continua ou radiofrequéncia, formando um campo elétrico por onde os ions
provenientes do plasma passam de forma a selecionar aqueles com razdo massa/carga (m/z)
desejada, os demais, sdo dispersos. O quadrupolo possui resolucdo baixa e, portanto, ndo
consegue separar 0s ions monoatdmicos dos poliatdmicos de razdo massa/carga similares, o

gue pode gerar severas interferéncias e inexatiddo nos resultados analiticos (SKOOG, 2004).
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A anédlise por ICP-MS pode sofrer com algumas interferéncias que modificam os
resultados obtidos. Lum e Leung (2016) discutem sobre as possiveis interferéncias que ocorrem
e quais 0os métodos para se remover ou, a0 menos, mitigar tais interferéncias. A interferéncia
espectral se refere ao sinal gerado por ions monoatémicos ou poliatdmicos isobaricos, ou seja,
com a mesma razdo massa/carga do analito de interesse. As espécies poliatdbmicas sdo formadas
pela reacdo de elementos presentes no plasma, na matriz amostral ou nos reagentes utilizados
no preparo de amostra como acidos e solventes. Estes ions podem reagir apos a atomizacao no
plasma formando espécies poliatbmicas com a mesma razdo m/z dos analitos, causando a
sobreposicdo do sinal. E dificil prever os interferentes da analise, especialmente aqueles
provenientes da matriz da amostra.

Um exemplo classico de interferéncia isobarica ocorre na determinacdo de selénio. O
istopo do selénio mais abundante naturalmente é o de massa 80 (3°Se) com 49,82 % de
abundancia natural. Este is6topo tem interferéncia de "°BriH*, 1%9Gd**, %4znl®0*, *Nil®0*,
DA, PAr*Ca* e PAr*°K*. Neste caso, o argonio proveniente do proprio plasma, assim como
o0 célcio e potassio naturalmente presentes em grandes quantidades em matrizes bioldgicas sdo
0s maiores contribuintes para formar os interferentes mencionados (LUM; LEUNG, 2016;
SKOOG, 2004).

Algumas estratégias analiticas podem ser implementadas para eliminacdo de
interferentes, como a escolha de um is6topo do analito que ndo tenha interferente. Esta opcao,
porém, pode ndo ser tdo eficaz se o is6topo escolhido tiver abundancia insignificante, o que
afetaria diretamente os limites de deteccdo do analito. Outra opcdo € monitorar outro is6topo
do ion interferente a fim de remover, matematicamente, a interferéncia a partir de uma equacao
matematica (LUM; LEUNG, 2016).

E possivel, também, eliminar os interferentes utilizando etapas de preparo de amostra
para separar o0 analito da matriz. Também podem ser adotadas estratégias como digestdo da
amostra, precipitacdo, separacdo cromatografica, entre outras, incluindo a simples diluicdo da
amostra. No entanto, processos adicionais no preparo de amostra podem ocasionar outros erros
seja pela adigdo de novos interferentes ou perda de analito e, portanto, pardmetros como o nivel
de concentracdo e temperatura de ebulicdo do analito devem ser considerados para evitar a
diluicdo excessiva e volatilizacdo do analito, respectivamente (LUM; LEUNG, 2016).

Existem também técnicas de alteracio no modo de introducio de amostra. Oxidos e
hidroxidos podem ser interferentes dificeis de eliminar se tiverem origem na matriz da amostra.
E possivel, entdo, secar a amostra, removendo o solvente e introduzindo a amostra como um

aerossol seco. Um dos métodos é a vaporizacgéo eletrotérmica (ETV, do inglés Electrothermal
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Vaporization) que envolve etapas de secagem e formagdo do vapor da amostra. Além da
remocao da agua, que diminui a introducdo dos 6xidos e hidroxidos no plasma, o0 ETV também
pode ser utilizado para remover as espécies com cloro e enxofre de amostras produzidas com
HCI e H2SO4. Além disso, a remogdo do solvente também diminui o resfriamento do plasma
causado por este. Além do ETV também pode ser utilizada a técnica de geracdo de hidretos,
que remove 0s elementos de sua matriz. Este método, porém, pode ser utilizado somente para
a determinacao dos elementos formadores de hidretos. Por fim, pode ser também utilizada uma
membrana de dessolvatacdo, que remove a agua da amostra permitindo a reducdo da
interferéncia por 6xidos e hidroxidos (LUM; LEUNG, 2016).

Alguns analitos possuem interferentes provenientes do argonio utilizado no plasma.
Estas espécies ndo podem ser eliminadas utilizando os métodos alternativos de introducao de
amostra discutidos anteriormente. Portanto, sdo necessarios outros métodos que corrijam esta
fonte de erros sistematicos. O primeiro deles é conhecido como plasma frio. Ao diminuir a
poténcia da radiofrequéncia, a temperatura do plasma também é diminuida resultando na menor
formacdo dos ions poliatbmicos provenientes do plasma. A formacédo de outros interferentes
também pode ser evitada, porém, este método funciona de maneira mais eficaz somente com
analitos com primeira energia de ionizacéo (EI) baixa (~ 7 eV). Analitos com El maiores, como
As (9,82 eV) e Se (9,75 eV) serdo menos ionizados, diminuindo, portanto, a sensibilidade da
andlise para estes elementos (LUM; LEUNG, 2016).

Os equipamentos de ICP-MS dotados de quadrupolo, utilizam, também, uma camara de
colisdo na qual é inserido um géas (hélio, por exemplo) que colide com os ions poliatdmicos
interferentes (normalmente sdo moléculas de maior volume molecular do que o analito). No
entanto, as moléculas também irdo colidir com o analito, diminuindo, portanto, a sensibilidade.
A camara também pode ser utilizada como cdmara de reacdo, ou célula de reacdo dinamica
(DRC, do inglés Dynamic Reaction Cell), onde € inserido um gas (O2, NH3z, CH4 ou Hy) que ir&
reagir seletivamente com o analito, formando espécies poliatdmicas com razdo m/z diferente,
evitando assim a interferéncia, ou com as espécies interferentes para modificar a razdo m/z
destas. Na DRC, é possivel remover as espécies interferentes modificando a vazdo do gas de
reacdo (LUM; LEUNG, 2016).

Todos os isotopos de selénio sofrem interferéncia de espécies poliatdmicas, como ArAr*
e ArCI*. Usualmente, a camara de reacgdo é utilizada para transformar os ions Se* em SeO".
Alternativamente, pode-se utilizar o CH4 para reagir com as espécies interferentes modificando
suas razOes massa/carga. A cdmara de colisdo também pode ser utilizada com uma mistura dos

gases Hz e He que colidem com as espécies ArAr™ e ArCIl*. No entanto, em digeridos que



32

possuem teor elevado de bromo, o uso de H> ou CHa pode favorecer a producéo de BrH* que
interfere na determinacéo dos ions 8°Se* e #Se* (LUM; LEUNG, 2016).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras de gréos de arroz biofortificados utilizadas

As amostras utilizadas neste trabalho foram cedidas por Lessa e colaboradores. do
trabalho intitulado “Strategies for applying selenium for biofortification of rice in tropical soils
and their effect on element accumulation and distribution in grains” (LESSA, et al., 2020).
Este trabalho visou avaliar o efeito da adicdo de selenato de sodio ao solo (doravante
denominado como SeS) e selenato (doravante denominado como SeVI1) e selenito (doravante
denominado como SelV) de sddio aplicados via foliar para producdo de grdos de arroz
biofortificados. Foram avaliados os teores totais de Se no gréo polido deste cereal, assim como
atributos fisiologicos nas folhas e a distribui¢do espacial de Se e outros elementos nos graos
biofortificados. O plantio foi feito variando-se as doses de Se aplicadas (0, 5, 10, 20, 40 e 80 ¢
ha1). O ensaio foi executado em quadruplicata. O experimento foi executado em duas regides
diferentes, nos municipios de Lambari — MG (doravante denominado como LA) e Patos de
Minas — MG (doravante denominado como PT). Foi realizado o beneficiamento e a moagem
dos graos de arroz e a determinacéo do teor total de Se foi feita nos extratos apds digestao acida
assistida por radiacdo micro-ondas usando-se 5,0 mL de &cido concentrado para a digestdo de
0,5000 g de amostra previamente moida. O teor de Se nos extratos foi determinado por GFAAS
com correcao de fundo por efeito Zeeman. Os teores totais médios de selénio obtidos com a

aplicacdo da maior dose do elemento nos graos podem ser observados na tabela 3 a seguir.

Tabela 3 — Teor total de Se (ug kg™*) para a maior dose aplicada (480 mg kg™)

Tratamento Lambari — MG Patos de Minas — MG
Selenato via solo 859 + 81 577 + 128
Selenato via foliar 2475+ 173 1624 + 69
Selenito via foliar 2221 +104 1312 +91

Fonte: LESSA et al. (2020)

Os autores (LESSA et al. 2020) utilizaram 4 amostras de plantas para cada tratamento
e analisaram os gréos de arroz produzidos por cada uma das plantas. Para o presente estudo, foi
produzida uma amostra composta a partir da mistura de partes iguais das quatro amostras
originais a fim de obter uma porgdo representativa, o que também contribuiu para reduzir o
esforco analitico na determinacdo das fragBes bioacessiveis. Foram utilizadas somente as

amostras controle (sem aplicagdo de selénio, 0 mg kg™), as de maiores doses de aplicacio de
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selénio (480 mg kg™l) e aquelas consideradas pelos autores como teor 6timo para consumo
humano diario (240 mg kg™ para amostras SeS e 120 mg kg™ para SeVI e SelV). As quatro
amostras de cada tratamento foram misturadas formando uma amostra composta, para isso,
foram utilizadas massas equivalentes, pesadas em balanca semi-analitica de cada amostra, as
quais foram homogeneizadas para obtengdo de uma porcdo representativa das amostras
originais. As amostras foram moidas em moinho analitico de bancada (IKA, All basic) com
lamina apropriada para moagem de gréos até obtencdo de uma amostra totalmente pulverizada.
Apds este procedimento, massas equivalentes foram coletadas de cada amostra, transferidas
para um tubo de centrifuga e homogeneizadas, formando, entdo, uma amostra composta para
cada tratamento (método de aplicacdo, doses selecionadas e regido de execucdo dos

experimentos).

3.2 Determinacéao do teor total de selénio

Os experimentos do presente estudo foram executados no Laboratorio Central de
Quimica Ambiental (LCQA) da UFLA. Para a determinacdo do teor total de selénio nas
amostras compostas de grao de arroz biofortificados, 0,1000 g de amostra previamente moida,
em triplicata, foi pesado diretamente em tubos de digestdo de teflon TFM®. Adicionou-se 0,5
mL de acido nitrico (Vetec, RJ, Brasil) bidestilado em sistema de subdestilagdo (Distillacid,
Berghof, Alemanha). As amostras ficaram em contato com o &cido a temperatura ambiente por
15 h consistindo em uma etapa de pré-digestao.

Apos este tempo, foram adicionados 0,5 mL de &gua ultrapura (Milli-Q Integral 3,
Merck, Alemanha) e 2,0 mL de peréxido de hidrogénio 30 % mm™ (Exodo Cientifica, Brasil).
Foi realizada uma digestdio em um forno de micro-ondas (MARSxpress, CEM, EUA)
utilizando-se o seguinte programa de aquecimento: i) rampa de aquecimento de 10 minutos até
atingir a temperatura de 175 °C; ii) aquecimento por 10 minutos a 175 °C; iii) resfriamento. Os
extratos foram, entdo, transferidos para tubos de centrifuga de 50 mL os quais foram diluidos
com 4gua ultrapura até o volume de 50 mL para obtencdo de um extrato com acidez final e teor
de sélidos dissolvidos aceitaveis para quantificacdo por ICP-MS (NexION 2000, Perkin-Elmer,
EUA). As condigdes operacionais do ICP-MS séo descritas na tabela 4.

Um material de referéncia certificado (BCR 402, white clover) contendo concentracéo
certificada de selénio de 6,70 + 0,25 mg kg foi digerido seguindo o mesmo procedimento

acima mencionado e o digerido obtido foi analisado por ICP-MS juntamente com as amostras.
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Para as analises por ICP-MS foi utilizada a cdmara de reacdo dindmica (DRC, do inglés
dynamic reaction cell) com o objetivo de formar a espécie quimica SeO* (razdo massa/carga de
95,911) e realizar medidas analiticas em uma regido espectral menos sujeita a presenca de
espeécies poliatdmicas que poderiam causar interferéncia isobarica na determinacao de selénio
em seus isdtopos naturais. Para 0 uso da DRC, foi realizada uma otimizacdo prévia do fluxo de
gés oxigénio de alta pureza injetado na cdmara. A otimizacdo foi realizada segundo instrucdes
da fabricante do aparelho utilizando a variagdo do fluxo de oxigénio entre 0,1 mL min?t e 1,2
mL min com incrementos de 0,05 mL min. Os graficos da otimizacao foram gerados usando
a intensidade do sinal do analito monitorado (SeO*) e o limite de deteccdo estimado pelo
equipamento pela analise de uma solucéo contendo de 5,000 pg L™ de selénio e do branco

analitico, ambos preparados com 1 % vv* de HNOs utilizando acido concentrado e bidestilado.

Tabela 4 — Condic¢des operacionais para a quantificacdo de Se por ICP-MS

Raz&o massa/carga monitorada: 96 (SeO")
Modo de scan: Peak hopping
Canais de MCA: 1

Tempo de espera por AMV: 50 ms
Tempo de integragéo: 3000 ms
Correcoes:

Perfil: Oxygen DRC
Fluxo de Oxigénio: 1,2 mL min?
Fluxo de Argonio (plasma): 15 L min't
Fluxo de Argonio (nebulizador): 0,82 L min*t
Fluxo de Argonio (auxiliar): 1,2 L min?
RPa: 0

RPq: 0,7
Varreduras: 60

Medidas: 1

Repeticdes: 3

Fonte: Do autor (2022)

3.3 Avaliacao da bioacessibilidade de selénio

O método utilizado para a avaliacdo de bioacessibilidade do selénio no arroz foi o

método in vitro descrito por Horner e Beauchemin (2013) com algumas modificagdes. O
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método in vitro foi escolhido devido & sua maior simplicidade, melhor reprodutibilidade devido
ao maior controle sobre as varidveis do processo e por possibilitar a simula¢do separadamente
de cada etapa da digestdo, permitindo o estudo de cada uma ao invés de somente uma
determinagdo que envolvesse todo o trato digestivo (FERNANDEZ-GARCIA; CARVAJAL-
LERIDA; PEREZ-GALVEZ, 2009). O método adotado simula o sistema gastrointestinal de
forma sequencial mimetizando as reagGes bioquimicas. O método proposto por Horner e
Beauchemin simula a fase oral utilizando solucédo de fosfato de potassio monobasico (KH2PO4)
e hidroxido de sodio (NaOH). A fase gastrica é simulada utilizando uma solucdo de pepsina,
cloreto de sddio (NaCl) e acido cloridrico (HCI). E a fase intestinal com uma solugdo de
pancreatina, KH2PO4 e NaOH. Em cada fase, a amostra fica em contato com a solugédo
simuladora em temperatura constante de 37 °C durante o periodo de duas horas, com excecao
da fase oral (10 minutos), a fim de simular a temperatura e o tempo de digestdo no corpo
humano. A proporcdo (m v!) entre massa de amostra e solugdo extratora foi mantida em 1:6
utilizando 0,5 g de gréo de arroz moido para 3 mL de cada solugdo.

Uma modificacdo foi feita no método proposto buscando aproximar ainda mais a
simulacdo ao que ocorre no organismo humano. O arroz branco polido, utilizado no
experimento, possui um teor médio de amido de aproximadamente 88 % m m* (WALTER;
MARCHEZAN; DE AVILA, 2008). Sabe-se que a saliva possui amilase, que catalisa a
decomposic¢éo do amido, ou seja, a digestdo do amido do arroz se inicia na etapa oral da digestéo
devido a esta enzima. Considerando, entdo, o alto teor de amido na amostra utilizada, foi
acrescentada a solucdo salivar simulada a enzima amilase, com atividade de 75 U/min
(BRODKORSB et al., 2019; MINEKUS et al., 2014). Para tanto, foram utilizados 2,15 g de a-
amilase (Sigma-Aldrich) para producdo de 250 mL de solucdo salivar simulada (PRATES,
2018).

Foram preparados 250 mL de cada solugdo simulada utilizando &gua ultrapura. No
preparo da solucdo salivar simulada foram utilizados 2,15 g de a-amilase (Sigma-Aldrich), 1,7
g de KH2PO4 (99,5% de pureza, Merck, Alemanha) e 0,154 g de NaOH (99% de pureza, Vetec,
Brasil). A solugdo géstrica simulada foi preparada utilizando 0,5 g de NaCl com 99% de pureza
(Dinamica, Brasil), 0,8 g de pepsina (CAS 9001-75-6, Sigma-Aldrich) e 1,75 mL de HCI
concentrado (Exodo, Brasil) destilado em sistema de subdestilacdo (DistillAcid, Berghof,
Alemanha). A solucgéo intestinal simulada foi produzida com 1,7 g de KH2PO4 (99,5% de
pureza, Merck, Alemanha), 0,154 g de NaOH (99% de pureza, Vetec, Brasil) e 2,5 g de
pancreatina (CAS 8049-47-6, Sigma-Aldrich). O método é apresentado na forma de um

fluxograma na figura 3.
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Para o controle preciso de temperatura em 37 °C em cada uma das etapas do ensaio de
bioacessibilidade, um banho-maria com agitagdo orbital tipo Dubnoff (Nova técnica, Brasil) foi
utilizado. Para a separacdo do sobrenadante em cada uma das fases da extracdo, uma centrifuga
(C312, Jouan, Thermo Scientific, EUA) foi utilizada com rotacdo de 3000 rpm por 15 minutos.
Apos a simulacdo da fase intestinal, os residuos sélidos foram secos em estufa (NL80/180, New
Lab, Brasil) a temperatura de 60 °C para, posteriormente, ser feita a digestdo acida assistida por
radiacdo micro-ondas dos residuos obtidos.

O teor de Se bioacessivel foi calculado pela equacéo 1:

_ (Seora™ SegeistricoJr Seintestinal) < 100 (1)

Sebioacessivel Seiotal
ota

A figura 3 mostra a sequéncia analitica adotada neste trabalho. As setas azuis e
vermelhas representam respectivamente o sobrenadante e o residuo sélido obtidos em cada
etapa apos a centrifugacdo e separacdo. O residuo final de cada método foi digerido e analisado
para obtencéo da soma das fragdes que representa o teor total de selénio na amostra. Os extratos
de cada etapa simulada da digestdo também passaram por digestdo acida antes de serem
analisadas por ICP-MS, como visto no fluxograma da figura 3. Portanto, ap0s o tempo previsto
de extracdo para cada etapa da digestdo, a mistura foi centrifugada a 3000 rpm por 15 minutos,
0 sobrenadante foi transferido para outro frasco e 1,0 mL de extrato foi digerido em forno micro-
ondas com 1,0 mL de HNO;3 concentrado bidestilado e mais 2,0 mL de H202 30 % mm™. O
programa de aquecimento foi 0 mesmo descrito anteriormente para as amostras solidas.

Posteriormente, os digeridos foram avolumados para 50 mL com agua ultrapura.



Figura 3 — Fluxograma da parte experimental
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Fonte: Do autor (2022)
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3.4 Otimizagao dos métodos de determinacéo de selénio total e bioacessivel

A selecdo do valor de 1,2 mL min* para a vazao de oxigénio na DRC foi feita apds a
etapa de otimizacdo em que se observou simultaneamente a maior intensidade para a razéo
massa/carga correspondente ao ion SeO" e o menor limite de deteccéo estimado pelo software
do equipamento (Syngistix™, Perkin-Elmer). As curvas referentes aos dados obtidos com o
ensaio de otimizacdo podem ser visualizadas na figura 4.

No presente estudo, o limite de detec¢do (LOD) para a determinacao de Se no ICP-MS
foi calculado por 3,3 vezes o valor do BEC (Background Equivalent Concentration)
multiplicado pelo CV da medida de 10 brancos e dividido por 100 (equagéo 2). O valor de BEC
representa a concentracdo do analito que produz uma razdo sinal-ruido equivalente a um
(THOMSEN, 2012). O valor de BEC é calculado segundo a equacéo 3.

LOD = (3,3 X BEC X CVbrancos) / 100 (2)
BEC:(CH—|B)/(|H—|B) (3)

Onde Cn corresponde a concentracdo do maior ponto da curva analitica, Ig € a intensidade
média dos sinais obtidos pelas medidas dos brancos e I+ é a intensidade do sinal do maior ponto

da curva analitica. O limite de quantificacdo (LOQ) foi calculado conforme a equacéo 4.
LOQ=3xLOD 4)

Um parametro estatistico importante, o erro quadratico médio de predicdo (MSEP, do
inglés mean square error of prediction) foi proposto por Allen (1971). Tal critério foi
originalmente concebido para a selecdo de variaveis e vem sendo usado atualmente em um
grande nimero de abordagens de tratamento estatistico de dados. Ao se obter a raiz quadrada
de MSEP, obtém-se um nimero (RMSEP, root mean square error of prediction) que detém a

mesma unidade do mensurando. O valor de RMSEP é calculado segundo a equacdo 5.

RMSEP = /ZWT‘”Z (5)



40

Onde yi é a concentracdo real de selénio determinada por ICP-MS, ¥; é a concentracdo de
selénio tedrica e n € o nUmero de pontos da curva analitica.

Também foi avaliada a precisao dos resultados através do coeficiente de varia¢do (CV)
de 10 medidas consecutivas de um padréo analitico na concentragdo de 1,0 pug L™ de selénio.
A avaliacdo foi realizada em cada um dos meios investigados (determinacdo do teor total,
extracdo da fase oral, gastrica e intestinal) sendo feita a adi¢cdo do padrdo antes da digestdo &cida
das solugdes extratoras.

Foi utilizado, também, o material de referéncia certificado (BCR-402, white clover) cujo
teor total de selénio € de 6,7 + 0,25 mg kg (n = 15) para avaliagdo da exatiddo do método
utilizado para determinacdo do teor total de selénio nas amostras de arroz. O valor obtido na

determinacéo foi de 6,3 + 0,4 mg kg (n = 6), 0 que representa 94 + 7 % do valor certificado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizacdo e paréametros analiticos de desempenho do método de quantificacdo de
selénio por ICP-MS

Ha varias publicacgdes cientificas em que abordagens analiticas modernas sdo adotadas
para minimizar a interferéncia espectral na determinacdo de Se em amostras de materiais
bioldgicos por ICP-MS. Zhang et al. (2020) utilizaram HPLC-ICP-MS para a anélise de
especiacdo quimica de selénio em amostras de musculo de porcos tratados com diferentes doses
do elemento. Foi utilizado o gas He (modo colisional) como forma de minimizar interferéncias
nas medidas das raz6es m/z correspondentes aos ions dos is6topos 2Se, 8Se e 82Se. Os autores
calcularam o limite de deteccdo para o teor total de selénio e o limite de quantificagdo como
trés e dez vezes, respectivamente, o desvio padrdo do menor valor da curva analitica de
calibragdo. Encontraram os valores de 0,04 ug kg* (LOD) e 0,12 pg kg™ (LOQ). LeBlanc,
Ruzicka e Wallschlager (2016) utilizaram HPLC-1CP-MS para a anélise de especiacdo quimica
de selénio em agua e obtiveram um limite de deteccdo de 5 ng L™ para todas as espécies
quimicas. Wei et al. (2014) validaram um método para a determinacao de Se, As, Ba, Ca, Cd,
Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb, Sr e Zn por ICP-MS apés digestdo acida assistida por radiacao
micro-ondas em amostras de arroz enriquecidas em selénio. A estratégia adotada para a reducao
de interferéncia para a determinacéo de selénio (na razdo massa/carga = 80) foi o uso do metano
na DRC para eliminar a interferéncia causada pelas espécies quimicas “°Ar*°Ar* e °BriH*.
Rédio foi usado como padrdo interno para a correcdo de efeitos matriciais. Um material de
referéncia certificado de arroz (GBW 10010) foi utilizado para verificar a exatiddo do método,
obtendo-se recuperacdes entre 85 e 108 %. Os valores minimo e maximo encontrados para
selénio nas amostras analisadas foi de 0,042 e 0,100 mg kg, respectivamente.

Hirtz e Ginter (2020) avaliaram diferentes métodos comumente utilizados para a
remoc&o de interferentes na determinacéo do teor total de selénio em amostras de suplementos
dietéticos. As amostras foram digeridas com acido nitrico e peroxido de hidrogénio em forno
micro-ondas. A determinacédo do teor total de selénio foi realizada por ICP-MS com camara de
reagdo/colisdo. Foi utilizada uma solugdo de 10 pg L de Ge como padréo interno para corre¢io
do sinal do analito. Os autores compararam os métodos padrdo (sem utilizacdo da cAmara de
reagdo/colisdo), DRC com gas CHa4 (0,6 mL min't) e KED com gas He (4 mL min). Foram

monitoradas as razdes massa/carga correspondentes aos ions 82Se*, "8Se* e 8Se*, além do ion



42

"4Ge* como padrdo interno. A determinacdo de selénio no material de referéncia certificado
(levedura enriquecida com selénio, SELM-1, Selenium enriched yeast, valor certificado de 2059
+ 64 mg kg* Se) obteve resultados dentro da faixa toleravel (erro menor que 15 %) em todos
0s métodos, mas os autores concluiram que o modo de determinacdo mais robusto foi aquele
em que foi monitorada a m/z referente ao fon "8Se* com KED.

Sucharové (2011) otimizou um método para remogdo de interferentes na determinagéo
do teor de selénio em plantas. A autora utilizou diversos materiais de referéncia certificados
para o controle de qualidade analitico. A digestdo assistida por radiacdo micro-ondas envolveu
0 uso de &cido nitrico e peréxido de hidrogénio. Foi utilizado o rédio (Rh) como padrao interno
para o0 método padrdo (ICP-MS) e o indio (In) para 0 método DRC-ICP-MS. Foram testados 0s
gases de reacdo NHs e CH4. A reacdo com o metano foi eficaz na eliminacéo da interferéncia
causada por fons poliatdmicos como “°Ar,* e “°Ca*Ar* quando monitorado o ion 8Se*. O
método, porém, ndo obteve bons resultados na remog&o da interferéncia de ions de carga dupla
como 160py2* 181py2* 180GE2t o 19T+ A determinacio de Se nos materiais certificados,
monitorando o ion 8Se*, ainda tiveram grande interferéncia do fon *H’°Br*. Monitorando o ion
8Se* com gas NH3 na cAmara de reagdo, a recuperagdo do teor determinado para o valor
certificado foi entre 87 e 113 % para todos os materiais de referéncia certificados utilizados.
Para este ion monitorado, ambos os gases de reagdo foram eficazes na remocao de interferentes
poliatdmicos de carga Unica, porém, o CH4 néo foi eficiente na remocéao dos ions interferentes
para o fon "8Se* também. O CH4 pode também interferir na determinacéo de Se* devido a parcial
conversdo destes fons em SeH*, diminuindo, portanto, o sinal produzido. Assim sendo, a reacdo
com gas NHs foi mais eficaz na remocéo de interferentes de carga dupla, mas pode gerar
também interferentes devido a formacgdo de ions como SINiY’NHs*, *Ca*(NHs)." e
“Ti®NH(NH3)" dependendo da matriz da amostra analisada. O método pode entdo ser
otimizado alterando o fluxo de géas na cdmara de reacdo e os valores de RPa e RPq para evitar
a formacdo de novos produtos. Ainda assim, a autora julga este método como adequado para
determinacéo de rotina para selénio em plantas.

Os limites de deteccdo encontrados para a determinacéo de selénio em cada etapa do
teste de bioacessibilidade pelo método sequencial sdo mostrados na tabela 5. Para o teor total,

foi encontrado LOD de 13,50 ng L™, valor este, proximo ao encontrado na literatura.
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Tabela 5 — Pardmetros analiticos de desempenho para a determinacdo quantitativa de selénio

por ICP-MS _

oo 1350 4049 1982 10000 50-10000 L11% e’
Faseoral 19,77 5931 2403 1,0000 100-10000  1,23% 2’?622‘ '
g (08 3195 9584 4879 09999 10010000  102% 25392,2‘6*
int';";‘tsﬁ] , 9150 9449 3377 09999 10010000  1,01% ng‘é X

Fonte: Do autor (2022)
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Figura 4 — Otimizacdo do fluxo de géas oxigénio na camara de reacdo dindmica (DRC) para
determinacéo de selénio por ICP-MS
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Legenda: Otimizacéo do fluxo entre 0,1 e 1,2 mL min* com variacdo de 0,05 mL min’* por etapa. A

linha azul representa a intensidade do ion SeO*, a linha verde, a intensidade do ion na soluc&o branco e

a linha vermelha representa o limite de deteccdo estimado para cada valor de vazado de gas na DRC.
Fonte: Do autor (2022)
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Os limites de deteccédo e quantificacdo obtidos para a determinacédo de selénio em cada
etapa do ensaio de bioacessibilidade foram significativamente diferentes devido a composi¢ao
quimica variada dos extratores utilizados em cada etapa do ensaio de bioacessibilidade. Isto
mostra a importancia da estratégia de compatibilizacdo de matriz na construcdo das curvas de
calibracdo geradas pela digestdo acida dos brancos analiticos correspondentes a cada um dos
extratores utilizados nas etapas do ensaio. O efeito matricial também pode ser constatado pelas
diferentes inclinacbes observadas para as curvas analiticas de calibracdo (sensibilidade),
especialmente a curva preparada em meio de HNO3 1 % vv'! quando comparada com as demais.

Foram calculados os valores de RMSEP (Tabela 5) para cada uma das curvas de
calibracdo: i) total; ii) oral; iii) gastrica e iv) intestinal. Os valores encontrados para 0 RMSEP
para cada etapa do ensaio de bioacessibilidade estdo proximos dos valores obtidos para os
respectivos limites de deteccdo, o que € um indicio de que as medidas realizadas acima do limite
de quantificacdo estdo sujeitas a erros de predicdo aceitaveis. Observou-se, também, que o CV
das medidas ficou préximo de 1 % (tabela 5), o que atesta a adequada precisdo das medidas.

O teste t de Student foi usado para verificar se a soma do teor de selénio nos extratos do
método sequencial foi estatisticamente igual ao valor determinado para a determinacdo de
selénio total (na amostra integral). Nao foram observadas diferencas significativas com 95% de
confianga entre o teor total de selénio e a somatdria do teor extraido em cada etapa do método

sequencial. Os valores sdo mostrados na tabela 6.

Tabela 6 — Comparacdo da soma dos teores extraidos pelo método sequencial e o teor total de
selénio nas amostras de arroz

Aplicacéo! (m[g);olfg'l) Regido? Som(i;eggi; cial (iztlgéil) % Recuperagao
SES 240 LA 360 £ 13 329+ 14 110 %
SES 480 LA 830 £ 15 783+ 14 106 %
SEVI 120 LA 557 £ 0,00 556 £ 63 100 %
SEVI 480 LA 2071 + 257 1778 £ 231 116 %
SEIV 120 LA 596 £ 22 552 £ 62 108 %
SEIV 480 LA 2322 + 54 2140 = 200 109 %
SES 240 PT 288 £ 22 30024 96 %
SES 480 PT 581 + 39 592 + 34 98 %
SEVI 120 PT 570 £ 32 600 £ 66 95 %
SEVI 480 PT 2032 + 37 2135 + 228 95 %
SEIV 120 PT 614 £ 41 570+ 81 108 %
SEIV 480 PT 2424 + 13 2316 + 27 105 %

1 SES = Selenato via solo; SEVI = Selenato via foliar; SEIV = Selenito via foliar
2 LA = Lambari — MG; PT = Patos de Minas — MG

Fonte: Do autor (2022)
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A proximidade entre os valores obtidos pela soma das etapas do método sequencial e do
teor total de selénio nas amostras de arroz biofortificadas (tabelas 9 e 10) mostra que a estratégia
de compatibilizacdo de matriz foi eficaz na eliminacdo das interferéncias passiveis de serem
causadas por concomitantes presentes nas solugdes extratoras do ensaio de bioacessibilidade in
vitro. Além disso, os parametros analiticos de desempenho calculados permitem concluir que o
método proposto no presente estudo foi satisfatorio para alcancar os objetivos deste trabalho.

4.2 Teores totais de selénio

Os resultados obtidos pela quantificacdo do teor total de selénio nos gréos de arroz por
ICP-MS ap0s digestdo acida das amostras foram condizentes com os resultados do trabalho de
Lessa et al. (2020). E possivel observar na figura 5 que a aplicacio de selénio via foliar foi mais
eficiente no acimulo do elemento nas plantas. Ndao houve, no entanto, diferenca estatistica entre
o teor acumulado ap6s aplicacdo via foliar de selenito e selenato de sddio. Este resultado foi

confirmado pela soma dos teores determinados no método sequencial.
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Figura 5 — Teor total de selénio em gréos de arroz por método de aplicacdo e por regido
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Fonte: Do autor (2022)
A dosagem ideal, mostrada na figura 5, representa a aplicacdo de 240 mg kg de

selenato de sodio via solo e de 120 mg kg* para os tratamentos com selenato e selenito de sodio
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via foliar. E possivel afirmar que o teor de selénio acumulado na planta ¢ maior para os
tratamentos via foliar em relacéo a aplicagéo via solo.

Segundo a revisao de Gali¢ et al. (2021), a biofortificacdo de selénio em cereais, como
trigo, arroz e milho, tem maior eficiéncia quando utilizada a aplicacao foliar quando comparada
a aplicacdo via solo. A absorcdo de selénio pela planta é menos eficiente ap6s a aplicagdo no
solo devido a retencdo do elemento neste, ficando menos acessivel as plantas. Portanto, a
aplicacdo de selénio via foliar utiliza menor quantidade de sais de selénio. A forma aplicada do
elemento também influencia na absorcao pelas plantas. O levantamento feito por Gali¢ mostra
que o selenato (Se*®) tem melhor absor¢do em comparagdo com o selenito (Se™), em geral,
devido a maior translocacdo e transformacéo para a forma organica do elemento na planta na

forma de Se*®, outro motivo é a maior retencdo de selenito quando utilizada a aplicag&o no solo.

4.3 Teores de selénio bioacessivel

As figuras 6, 7 e 8 mostram os teores de selénio extraidos da amostra nas trés etapas
simuladas da digestdo, oral, gastrica e intestinal, comparados ao teor total de selénio no gréo,
calculado pela soma do teor extraido com o teor residual apos digestdo acida do residuo sélido
posterior a extracdo para cada método de aplicagéo.
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Figura 6 — Teor de selénio bioacessivel em grédos de arroz apds biofortificacdo com selenato via
solo
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Fonte: Do autor (2022)

Observando os resultados para a aplicacdo de selenato de sddio via solo (figura 6), é
possivel notar que a bioacessibilidade do selénio foi de 56,33 % do teor total nos grdos, sendo
gue a média para o experimento de Lambari — MG foi de 59,85 % e de Patos de Minas — MG,
de 52,80 %. Realizando a analise de variancia (ANOVA) com dois fatores (tabela 11) e o teste
de Tukey (tabela 12), foi verificada a diferenca estatistica com nivel de confianca de 95 % entre
0s teores bioacessiveis entre 0os municipios de Lambari — MG e Patos de Minas — MG. O motivo
para a diferenca entre os teores bioacessiveis de cada regido ndo foram estudados neste trabalho.
N&o hé diferenca estatistica, com 95% de confianca, entre os teores bioacessiveis em relagdo as

diferentes doses aplicadas.
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Figura 7 — Teor de selénio bioacessivel em grédos de arroz apds biofortificacdo com selenato via
foliar
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Fonte: Do autor (2022)

O teor de selénio bioacessivel apds aplicacéo de selenato via foliar (figura 7) teve média
de 66,13 %, sendo que no municipio de Lambari — MG a média foi de 63,65 % e em Patos de
Minas — MG, 68,60 %. Utilizando a analise de variancia (ANOVA) em dois fatores (tabela 13)
e o teste de Tukey (tabela 14), foi observado que, para 95 % de confianca, ndo ha diferenca
significativa entre os teores bioacessiveis entre doses e entre regides de experimento para a

aplicacdo de selenato de sddio via foliar.
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Figura 8 — Teor de selénio bioacessivel em gréos de arroz apos biofortificagdo com selenito via
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Fonte: Do autor (2022)

O teor de selénio bioacessivel apos aplicacdo de selenito via foliar (figura 8) teve média

de 59,95 %, sendo que no municipio de Lambari — MG a média foi de 60,15% e em Patos de
Minas — MG, 59,75 %. Utilizando a analise de variancia (ANOVA) em dois fatores (tabela 15)

e o teste de Tukey (tabela 16), foi observado que, para 95% de confianca, ndo ha diferenca

significativa entre os teores bioacessiveis entre doses e entre regides de experimento para a

aplicacdo de selenato de sddio via foliar.
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Figura 9 - Bioacessibilidade de selénio em gréos de arroz para os trés tipos de aplicacdo para o
experimento de Lambari — MG
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Fonte: Do autor (2022)

Avaliando os teores bioacessiveis de selénio das trés formas de aplicacdo no
experimento conduzido no municipio de Lambari — MG (figura 9) é possivel observar, pela
aplicacdo da avaliacdo de variancia (ANOVA) (tabela 17) e do teste de Tukey (tabela 18) que,
para 95 % de confianga, ndo existe diferenca significativa entre as doses aplicadas ou entre as
formas de aplicacdo do selénio inorgénico a planta. O teor bioacessivel médio de selénio nos

grdos cultivados no experimento de Lambari — MG foi de 61 + 5%.
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Figura 10 - Bioacessibilidade de selénio em gréos de arroz para os trés tipos de aplicacdo para
0 experimento de Patos de Minas — MG
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Fonte: Do autor (2022)

Ja na avaliacdo das formas de aplicacdo de selénio inorganico no experimento
conduzido no municipio de Patos de Minas — MG (figura 10), o teste de Tukey apontou, com
confianga de 95%, a diferenca estatistica entre a bioacessibilidade do selénio entre as doses
maximas e doses ponderadas, aquelas apontadas como ideais de aplica¢do no trabalho de Lessa
et al. (2020), sendo que a bioacessibilidade foi maior para a maior dose aplicada em relacéo a
menor. Também é observada a diferenca estatistica, com 95 % de confianca, entre a aplicacdo
via solo e as aplicagcdes via foliar, na qual as aplicagbes via foliar apresentam maior
bioacessibilidade do selénio em relagdo a aplicagéo via solo.

A fracdo bioacessivel do selénio no grdo de arroz biofortificado tem média de 61 + 11
% do teor total, analisando todas as formas de aplicacdo nas duas regiées onde o experimento
foi realizado. As amostras controle, em que néo foi adicionado selénio, ndo foram computadas
pois apresentaram erro elevado entre as analises, que pode ser atribuido as baixas concentracfes
de selénio presentes nestas amostras. A fracdo bioacessivel encontrada esta proxima do que é
reportado na literatura para bioacessibilidade de selénio em arroz (GONG et al., 2018;
JAISWAL et al., 2012; SUN et al., 2017). Muleya et al. (2021) avaliaram a bioacessibilidade
de selénio em gréos de milho, feijdo frade e amendoim pela digestdo gastrointestinal simulada

in vitro, utilizando solugdo de a-amilase (75 U mL™) para a simulagio da fase oral, pepsina
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(2000 U mL™?) para a fase gastrica e pancreatina (tripsina a 100 U mL™) com bile para a fase
intestinal. Uma aliquota do sobrenadante foi filtrada e digerida com &cido nitrico concentrado
assistida por radiacdo micro-ondas e o teor de selénio foi determinado por ICP-MS com camara
de reagdo com gas oxigénio (1,2 mL min) para remocao de interferentes. Os fons monitorados
foram "’Se'®0* (m/z 93) e 8°Sel®O* (m/z 96). Foi utilizado padrdo interno de Rh e material de
referéncia certificado de arroz (NIST 1568b) com teor de selénio de 365 + 29 ug kg™ que obteve
recuperacdo de 94,6 + 1,7 %. Os limites de deteccdo e quantificacdo variaram entre 0,007-0,045
ug L e 0,020-0,130 pg L respectivamente para as espécies monitoradas pelo ion '’Se* e as
espécies de selénio determinadas pelo monitoramento do fon 8Se* variaram entre 0,005-0,061
e 0,016-0,177 respectivamente. O teor de selénio bioacessivel determinado no trabalho variou
de 66,6 a 78,2 % do teor total para todas as amostras, ndo havendo diferenca estatistica entre os
alimentos avaliados.

O teor bioacessivel médio para as amostras com aplicacdo de selenato de sddio via
foliar, considerando o experimento conduzido nos dois municipios, foi de 66 + 7 % enquanto
que, para as amostras com aplicacéo de selenato via solo e selenito de sodio via foliar, o teor de
selénio bioacessivel médio foi de 56 + 11 % e 60 * 4 %, respectivamente. Utilizando o teste de
Tukey, com 95 % de confianca, é possivel afirmar que o teor bioacessivel de selénio em graos
de arroz biofortificados quando se aplica selenato de sddio via foliar € maior do que quando se
aplica selenato de sodio via solo. Nao ha diferenca estatistica com 95 % de confianca entre o
teor bioacessivel da aplicacdo de selenito de sodio via foliar em relacdo as demais formas de
aplicacdo e nem entre as doses aplicadas entre quaisquer formas de aplicacdo. Considerando a
ndo diferenca estatistica entre as formas de selénio aplicadas e os dados da literatura (GALIC
et al., 2021) que consideram a aplicacdo de selenato para biofortificagdo, a melhor forma de
biofortificacdo de selénio em arroz seja a aplicacdo via foliar de selenato de sddio com a
correcdo de que, se apenas 66 + 3 % (média da fragdo bioacessivel para aplicacdo de 120 mg
kg™ de selenato de sodio via foliar nos experimentos dos dois municipios estudados) do selénio
aplicado é bioacessivel, entfo a aplicagdo de 120 mg kg™ deve ser corrigida para 182 + 5 mg
kg de selenato de sodio aplicado via foliar.

Observando que a fragdo bioacessivel de selénio se mantém semelhante mesmo com o
aumento significativo de aplicacdo do analito, é possivel discutir dois pontos. O primeiro € que,
em geral, a fracdo bioacessivel mantém a proporcionalidade com o teor total de selénio no gréo.
A determinacdo do teor bioacessivel de selénio para os demais teores de Se aplicados pode
comprovar esta hipdtese em trabalhos futuros. E o segundo ponto, considerando a confirmacao

desta hipotese, é de que a adicdo de maiores quantidades de selénio na forma inorgéanica
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(selenato e selenito de sdédio) ndo diminui a proporcdo de bioacessibilidade. O selénio
adicionado na forma inorganica é metabolizado pela planta e h& producdo de gréos
biofortificados que apresentam bioacessibilidade de selénio de cerca de 61 % . Esta observacéo,
portanto, responde ao objetivo principal deste trabalho que era observar se ha de fato a melhoria
nutricional causada pela biofortificagdo de gréos de arroz utilizando formas inorgéanicas de
selénio considerando a bioacessibilidade deste ap6s consumo do produto final. Conclui-se entdo
que ¢ possivel aumentar, de forma efetiva, o teor nutricional do arroz branco polido no que diz
respeito ao selénio ao se aplicar selénio inorganico no plantio, seja na aplicacdo via solo,
juntamente com o fertilizante, ou via foliar ap6s o tempo correto de cultivo, e que a quantidade
de selénio aplicada para obter o teor de selénio 6timo para consumo humano depende do método

de aplicacdo e deve ser corrigido considerando a fragdo bioacessivel do Se no gréo.

Figura 11 — Teor de selénio bioacessivel em grdos de arroz extraido em cada fase do teste in
vitro (continua)
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Figura 11 — Teor de selénio bioacessivel em grdos de arroz extraido em cada fase do teste in
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A figura 11 e a tabela 7 mostram o teor de selénio extraido em cada fase da digestdo

simulada. E possivel perceber que a maior parte do selénio bioacessivel é extraido da matriz

durante a fase gastrica (43,87% quando desconsideradas as amostras controle). A fase oral
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extraiu 8,55% do selénio da amostra utilizando a a-amilase na solucéo salivar simulada. E a
fase intestinal removeu em média 8,40 % do teor total de selénio da amostra. Considerando
estes dados, o selénio bioacessivel presente no arroz nao é extraido majoritariamente na fase
oral da digestdo, portanto, o0 amido da amostra (87,58% da massa do arroz), apesar de ser a
maior parte da matriz do arroz, ndo apresenta o maior fator de retencdo do selénio bioacessivel
da matriz. Foram buscados outros estudos sobre a bioacessibilidade de selénio e de outros
elementos em alimentos em cada fase da simulacdo gastrointestinal, porém, grande parte dos
trabalhos com simulacdo in vitro ndo reportam o teor extraido na etapa inicial. Portanto, a
observacao feita neste trabalho ndo pdde ser contrastada com a literatura por falta de trabalhos
publicados com esta determinagdo do teor bioacessivel apds a etapa oral da simula¢do. O
selénio presente no grdo de arroz é retido, majoritariamente, nas proteinas do endosperma do
arroz (WILLIAMS et al., 2009). A acidez do meio e a a¢do da pepsina desnaturam as proteinas
presentes no arroz e, portanto, o selénio que estava retido por elas se desprende da matriz do
alimento e se torna bioacessivel na fase gastrica do trato digestivo. Nos resultados obtidos pela
analise de cada etapa da simulacdo, nota-se que a fase gastrica é responsavel por tornar
bioacessivel, aproximadamente, 44 % do teor total de selénio presente no grdo branco e polido.

Estes resultados obtidos séo coerentes com aqueles encontrados na literatura.

Tabela 7 — Teor de selénio extraido em cada etapa da digestdo simulada

Tratamento % oral % gastrica % intestinal % bioacessivel
SES-240-LA 8,29% 45,57% 7,49% 61,35%
SES-480-LA 7,90% 42,31% 8,21% 58,42%
SEVI-120-LA 10,32% 45,70% 9,08% 65,10%
SEVI-480-LA 10,76% 41,72% 9,76% 62,25%
SEIV-120-LA 12,37% 39,90% 8,29% 60,56%
SEIV-480-LA 12,07% 37,55% 10,12% 59,74%
SES-240-PT 5,52% 38,88% 4,60% 48,99%
SES-480-PT 5,52% 43,20% 7,89% 56,62%
SEVI-120-PT 7,18% 51,78% 8,09% 67,05%
SEVI-480-PT 8,09% 51,57% 10,49% 70,15%
SEIV-120-PT 6,53% 43,27% 7,55% 57,35%
SEIV-480-PT 8,06% 44,93% 9,19% 62,18%
Média 8,55% 43,87% 8,40% 60,81%

Fonte: Do autor (2022)
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5 CONCLUSOES

O método utilizado no presente estudo permitiu a determinacéo quantitativa de selénio
com elevadas precisdo e exatiddo em amostras digeridas de grdos de arroz biofortificados
agronomicamente, assim como nos extratos obtidos em cada uma das etapas do ensaio de
bioacessibilidade. A compatibilizagdo de matriz para a construcdo de curvas de calibracdo para
cada uma das fases (oral, gastrica e intestinal) do ensaio de bioacessibilidade, foi fundamental
para a exatiddo das medidas. A digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas com o uso de
acido nitrico diluido preparado a partir do acido concentrado bidestilado em sistema de
subdestilacdo, juntamente com peroxido de hidrogénio, foi eficaz na decomposicdo completa
das matrizes avaliadas e contribuiu para mitigar a ocorréncia de efeitos matriciais nas
determinag6es por ICP-MS. O preparo de amostras também foi adequado para evitar a perda
de espécies volateis de selénio durante a decomposi¢do das amostras sob aquecimento em
sistema fechado e também propiciou a obtencdo de limites de deteccdo apropriados para a
determinacdo de selénio em baixas concentragdes. O uso do oxigénio na camara de reagédo
dinamica do ICP-MS foi eficiente para a formacdo do ion SeO*, permitindo a determinacdo
guantitativa do selénio em regido espectral menos sujeita a interferentes derivados de espécies
poliatdmicas naturalmente presentes no plasma de argonio, como “°Ar*°Ar*.

No que diz respeito aos resultados do ensaio de bioacessibilidade, que avaliou o teor de
selénio em cada uma das fases que simulam o trato gastrointestinal humano, pode-se concluir
que a biofortificacdo via foliar com selenito e selenato de s6dio foram mais eficazes na producéo
de grdos com maiores teores do elemento na fra¢do bioacessivel. O teor bioacessivel de selénio
nos gréos de arroz foi, em média, de 61 + 5 % do teor total sendo que 44 + 4 % do teor total de
selénio é extraido na etapa gastrica da digestdo. Estes resultados permitem concluir que a
biofortificacdo de gréos de arroz, com formas inorgéanicas de selénio, é eficaz também para
aumento do teor bioacessivel deste elemento no alimento. Cabe mencionar que as doses 6timas
para a aplicacdo de selénio no solo ou diretamente nas folhas das plantas de arroz devem ser
corrigidas, levando-se em consideracdo a fracdo bioacessivel. Desta forma, a dosagem étima
em ensaios de biofortificacdo, que tradicionalmente leva em consideracdo apenas o teor total
obtido no gréo, deve ser multiplicada por um fator igual a 1,6, no caso da cultura do arroz. A
dose aplicada ideal leva em consideracdo que apenas o arroz consumido diariamente foi

biofortificado com selénio, se outros alimentos biofortificados com o mesmo elemento forem
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ingeridos, a dose aplicada deve ser reduzida a fim de evitar uma overdose de selénio no
organismo.

Cabe finalmente destacar que trabalhos futuros devem ser conduzidos para avaliar a
fracdo de selénio efetivamente biodisponivel nos gréos de arroz biofortificados para que o fator
de corregéo da dosagem recomendada de selenito ou de selenato possa ser mais apropriada para
produzir gréos de arroz biofortificados que satisfagam as demandas nutricionais da populagéo.
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ANEXOS
Tabela 8 — Artigos brasileiros sobre biofortificagdo (2013-2022) (continua)
Referéncia Elemento Alimento Analise de Método
Aplicado Biofortificado bioacessibilidade analitico
AVILA et al., 2020 Se Leucena Nao GFAAS
BACHIEGA et al., 2016 Se Brécolis Nao EDXRF
BOLDRIN et al., 2016 Se Trigo Né&o ICP OES
BOLDRIN et al., 2018 Se Trigo Néo GFAAS
BOLDRIN et al., 2013 Se Arroz Néo TXRF
CAMBRAIA et al., 2019 Zn Feijdo Nao ICP OES
CARMONA et al., 2020 Zn Beterraba Néo -
COELHO et al., 2021 Feezn  Feijio-frade Sim ICP-MS
(colisdo He)
DA SILVA et al., 2020a Se Rabanete Néo GFAAS
DA SILVA et al., 2020b Se Rabanete Néo GFAAS
DA SILVA et al., 2019 Li Alface Néo -
DE ALMEIDA et al., 2020a Zn Alface Néo AAS
DE ALMEIDA et al., 2020b Zn Vagem Néo AAS
DE ASSIS et al., 2020 Zn Banana Nao AAS
DE OLIVEIRA et al., 2019 Zn Soja Né&o -
DE OLIVEIRA et al., 2018 Se Cenoura Néao GFAAS
DE SOUZA; DO
NASCIMENTO; DE SOUZA, Zn Feijdo-frade Néo ICP OES
2021
DELAQUA et al., 2021 Se Trigo Néo ICP OES
DELAQUA et al., 2022 Se Trigo Sim ICP OES
Arroz, feijéo,
DIAS et al., 2015 Fe abdbora e Sim ICP OES
batata doce
DIAS et al., 2018 Fe Feijao Sim ICP OES
DOS SANTOS et al., 2019 Li Soja Néo FAES

Fonte: Do autor (2022)
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Tabela 8 — Artigos brasileiros sobre biofortificacdo (2013-2022) (continua)

Referéncia Elemento Alimento Analise de Meétodo analitico
Aplicado  Biofortificado bioacessibilidade
FERNANDES; BERTON; Arroz e x
COSCIONE, 2014 Se rabanete Nao HG ICP OES
GRACIANO et al., 2020 Zn Alface Néo AAS
JALAL et al., 2021 Zn Feijao Nao AAS
LARA et al., 2019 Se Trigo Nao GFAAS
LEITE et al., 2019 Zn Arroz e soja Néo AAS
LESSA et al., 2019 Se Arroz Nao GFAAS
LESSA et al., 2020 Se Arroz Nao GFAAS
LIDON et al., 2018 Se Arroz Néo EDXRF
LIMA; NASCIMENTO; Zn Hortaligas Néo AAS
SOUSA, 2015
MATEUS et al., 2021 Se Café Nao ICP-MS
MATTIELLOetal., 2021  Zn Trigo, azevem N30 ICP-MS
e milho (colisdo He)
MENEGHELLI et al., 7n Alface Nio AAS
2021
Espectrofotometria
OLIVEIRA et al., 2020 Si Hortalicas Nao de Absorgéo
Molecular
Fe, Cu,
PATACO et al., 2017 '\é'; an, Trigo N0 ICP OES
MgeP
PEREZ et al., 2019 Se Alho Nao ICP-MS
PROM-U-THAI et al., Zn, 1, Fe, Arroz Nio ICP OES e ICP-
2020 Se
MS
Trigo, arroz e x
RAM et al., 2016 Zn Feijio Néao ICP OES
RAMOS et al., 2020 Se Feijao-frade Néo HGAAS
REIS et al., 2020 Se Arroz Néao ICP-MS
SANT’ANA et al., 2019 Fe Feijao-frade Sim FAAS

Fonte: Do autor (2022)
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Tabela 8 — Artigos brasileiros sobre biofortificacdo (2013-2022) (conclusao)

Referéncia Elemento Alimento Analise de Método
Aplicado Biofortificado bioacessibilidade analitico
SANTIAGO et al., 2020 Se Rucula e alface Nao ICP OES
SANTOS; BOITEUX, 2015 K, Ca, Fe, Feijdo-frade Nao FAAS
Zn, P, Na
SCHEID et al., 2020 Fe Fungo N&o FAAS
comestivel
SILVA et al., 2019 Se Feijao-frade Néo ICP-MS
SILVA etal., 2021a Zn Feijao-frade Nao ICP-MS
SILVA et al., 2021b Se Feijao-frade Nao ICP-MS
SPERANCA et al., 2021 Zn Banana Néo EDXRF
STAFEN et al., 2019 Fe Arroz Nao ICP-MS
VAZ-TOSTES et al., 2016 FeeZn Feijdo Sim MIP OES

Fonte: Do autor (2022)
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Tabela 9 — Comparagdo do teor total de selénio nas amostras de arroz biofortificadas em
Lambari — MG com o somatorio das fases do ensaio de bioacessibilidade

Dose (mg kg?) Teor total Teor em cada fase do ensaio Recuperacéo™
[tratamento (ug kg™) (ug kg™ (%0)
Oral: 29,9 £ 0,7
Gastrica: 164 + 8
Dose 240 Intestinal: 27 + 1
0
Selenato via solo 329+14 Residual: 139 + 39 110%

Somatério: 360 + 40™

Oral: 66 £ 8
Gastrica: 351 + 22
Dose 480 Intestinal: 68 + 1
. 106 %
Selenato via solo 783+14 Residual: 345 + 62 06 %

Somatdrio: 830 + 66™

Oral: 58 +3
Gastrica: 255 + 50
Dose }20 _ 556 + 63 Int?stmalz 51+5
Selenato via foliar Residual: 195 + 36

Somatdrio: 557 + 61*

100 %

Oral;: 223 + 14
Gastrica: 864 + 72
Dose 480 _ 1778 + 231 Integtmal: 202 £ 25
Selenato via foliar Residual; 782 + 30

Somatério: 2072 + 83

116 %

Oral: 74+ 3
Gastrica: 238 + 28
Qose _120 _ 559 + 62 Int?stmalz 49+1
Selenito via foliar Residual: 235 + 24

Somatério: 596 + 37

108 %

Oral: 280 + 16
Gastrica: 872 + 160
2140 + 200 Intestinal: 235 + 24 109 %
Residual: 935 + 20
Somatorio: 2322 + 163™
Fonte: Do autor (2022)

Y teor de selénio nas fragdes

Dose 480
Selenito via foliar

“IRecuperacio = ( )x 100

teor total de selénio

*2Célculo da incerteza da soma: e = Va2 + b? + c? + d?: onde a, b, ¢ e d sdo as incertezas

dos teores de selénio obtidos nas fases oral, gastrica, intestinal e residual, respectivamente.
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Tabela 10 — Comparagéo do teor total de selénio nas amostras de arroz biofortificadas em Patos
de Minas — MG com o somatorio das fases do ensaio de bioacessibilidade

Dose (mg kg?) Teor total Teor em cada fase do ensaio Recuperacdo™
/tratamento (1g kg™) (ng kg™) (%)
Oral: 16 +1
Gastrica: 112 + 11
Dose 2_40 300 + 24 Intfastinalz 13+3 96 %
Selenato via solo Residual: 147 + 28

Somatério: 288 + 30™

Oral: 32+ 2
Gastrica; 251 + 27
Dose 4.80 592 + 34 Intgstmal: 46 +£5 98 %
Selenato via solo Residual: 252 + 43

Somatorio: 581 + 51™

Oral: 41 +9
Gastrica: 295 + 15
Dose %20 _ 600 + 66 Inte_stmal: 46 + 2 95 %
Selenato via foliar Residual: 188 + 1

Somatério: 570 + 18™

Oral: 164 + 23
Géstrica; 1048 + 93
Dose £_180 . 2135 + 298 Integtmal: 213+ 15 95 %
Selenato via foliar Residual: 606 * 35

Somatdrio: 2032 + 103™

Oral: 40+ 2
Gastrica: 266 + 25
D_ose _120 . 570 + 81 Int?stmal: 46 +5 108 %
Selenito via foliar Residual: 262 + 61

Somatério: 614 + 66™

Oral: 195 + 25
Gastrica: 1089 + 5
2316 + 27 Intestinal: 223 + 22 105 %
Residual: 917 + 133
Somatorio: 2424 + 138™
Fonte: Do autor (2022)

Y teor de selénio nas fragdes

Dose 480
Selenito via foliar

“IRecuperacio = ( )x 100

teor total de selénio

*2Célculo da incertezadasoma: d = va? + b2 + c2:ondea, b, e ¢ sdo as incertezas dos teores

de selénio obtidos nas fases oral, gastrica e intestinal, respectivamente.



Tabela 11 — Teste ANOVA de fator duplo (Regido x Dose) (selenato via solo)
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Sum of sqrs df Mean square F p (same)
Regido: 197,07 1,00 197,07 21,28 0,001725
Dose: 32,70 1,00 32,70 3,532 0,09702
Interaction: 55,69 1,00 55,69 6,013 0,0398
Within: 74,08 8,00 9,26
Total: 359,542 11
Fonte: Do autor (2022)
Tabela 12 — Teste de Tukey (valores de p) (selenato de sodio via solo)
Municipios Doses
PT 240 480
LA 0,001725 240 0,09702
PT 0,001725 480 0,09702
Fonte: Do autor (2022)
Tabela 13 — Teste ANOVA de fator duplo (Regido x Dose) (selenato via foliar)
Sum of sqrs df Mean square F p (same)
Regido: 1,33333 1 1,33333 0,06016 0,8124
Dose: 5,49453 1 5,49453 0,2479 0,6319
Interaction: 16,0083 1 16,0083 0,7223 0,4201
Within; 177,305 8 22,1631
Total: 200,141 11
Fonte: Do autor (2022)
Tabela 14 — Teste de Tukey (valores de p) (selenato de sédio via foliar)
Municipios Doses
LA PT 120 480
LA 0,8124 120 0,6319
PT 0,8124 480 0,6319
Fonte: Do autor (2022)
Tabela 15 — ANOVA — Regido x Dose (selenito de sodio via foliar)
Sum of sqgrs df Mean square F p (same)
Regiéo: 1,02083 1 1,02083 0,05211 0,8252
Dose: 69,6008 1 69,6008 3,553 0,09618
Interaction: 44,6216 1 44,6216 2,278 0,1697
Within: 156,728 8 19,591
Total: 271,971 11

Fonte: Do autor (2022)



Tabela 16 — Teste de Tukey (valores de p) (selenito de s6dio via foliar)
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Municipios Doses
PT 120 480
LA 0,8252 120 0,09618
PT 0,8252 480 0,09618
Fonte: Do autor (2022)
Tabela 17 — ANOVA — Aplicacdo x Dose (Experimento completo)
Sum of sqrs df Mean square F p (same)
Aplicagdo: 433,728 2 216,864 8,988 0,000874
Dose: 89,7204 1 89,7204 3,719 0,06332
Interaction: 18,0735 2 9,03676 0,3745 0,6908
Within: 723,828 30 24,1276
Total: 1265,35 35
Fonte: Do autor (2022)
Tabela 18 — Teste de Tukey (valores de p) (Experimento completo)
Aplicacéo Doses
SES SEVI SEIV Média Méaxima
SES 0,0005681 0,0746 Média 0,06334
SEVI 0,000568 0,1403 Maxima 0,06334
SEIV 0,0746 0,1403

Fonte: Do autor (2022)



