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RESUMO

As macroalgas séo consideradas fontes de compostos naturais com propriedades
benéficas e antioxidantes ao ser humano, tais como os compostos fendlicos e selénio
(Se) e, devido a isso, esta matriz tem despertado interesse na industria alimenticia e
farmacéutica. Em especial, estudos utilizando macroalgas da Antértica para esse fim,
tém crescido nos Ultimos anos devido as grandes quantidades produzidas na regido e
pelas condi¢bes propicias para tal. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver método voltamétrico para a determinacdo de Se em macroalgas vermelhas
(Rhodophytas) e pardas (Phaeophytas) da Antartica. Para a determinacdo da
concentracdo de Se nas macroalgas foi realizada a otimizacdo de dois métodos
voltamétricos (Voltametria de Pulso Diferencial - DPV, do inglés Differential Pulse
Voltammetry e Voltametria de Onda Quadrada - SWV, do inglés Square Wave
Voltammetry), utilizando eletrodo de mercurio de gota pendente (HMDE). Dentre o0s
métodos otimizados a SWV demonstrou maior sensibilidade, apresentando limites de
quantificacdo entre 5,21 (Georgiella confluens) a 9,85 pg kg* (Iridaea cordata). Os
parametros voltamétricos utilizados foram: Egep = -0,4 V; Ei = -0,4; Ef = -0,8 V; tgep = 420
S; Estep = -0,005 V, amp - 0,08 V e f - 60 Hz. As amostras foram mineralizadas por
decomposicao assistida por micro-ondas (0,3 g de amostra e 6 mL de HNO3). Foi
avaliado o efeito matriz e a influéncia da concentracdo de Cu na analise voltamétrica
das amostras. Adicionalmente, os niveis de concentracdo de Se foram correlacionados
com a atividade antioxidante das amostras e a determinacdo desta propriedade foi
realizada por espectrofotometria com DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). Os valores de
concentracdo de Se nas amostras ficaram entre 0,23 e 1,22 mg kg*, a exatiddo do
método foi comprovada pela andlise de material de referéncia certificado (111% de

recuperacéo).

Palavras-chave: macroalgas. selénio. atividade antioxidante. voltametria.
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ABSTRACT

Macroalgae are considered sources of natural compounds with beneficial and
antioxidant properties to humans, such as phenolic compounds and selenium (Se),
therefore this matrix is interesting for the pharmaceutical and food industry. In special,
studies using Antarctic macroalgae for this purpose have grown in recent years due to
the large quantities produced in that region and the conditions appropriated for that.
Therefore, the aim of this work was to develop voltammetric method for the Se
determination red (Rhodophytas) and brown (Phaeophytes) macroalgae of Antarctica.
To determine Se concentration in the samples, two voltammetric methods (Differential
Pulse Voltammetry - DPV and Square Wave Voltammetry -SWV) were applied using a
Hanging Mercury Drop Electrode (HMDE). Among the optimized methods, SWV
showed higher sensitivity, presenting quantification limits between 5.21 (Georgiella
confluens) and 9.85 pg kg™ (Iridaea cordata). The voltammetric parameters used were:
Edep = -0.4 V; Estart = -0.4; Eeng = -0.8 V; tgep = 420 S; Estep = -0.005 V, amp - 0.08 V and
f - 60 Hz. The samples were mineralized by microwave assisted decomposition (0.3 g of
sample and 6 mL of HNO3). The matrix effect and the influence of the Cu concentration
on the samples voltammetric analysis were evaluated. In addition, Se concentration
levels in the samples were correlated with the antioxidant activity and the determination
of this property was performed by spectrophotometry with DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl). The Se concentration values in the samples were between 0.23 and 1,22
mg kg™ and the method accuracy was proved by the certified reference material analysis

(111% recovery).

Key-Words: macroalgae, selenium, antioxidant activity, voltammetry
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1. INTRODUCAO

As macroalgas sdo organismos aquaticos que compdem um grupo diversificado
de plantas, que podem ser encontradas em ambientes marinhos, em corpos de &gua
doce, solos, rochas ou até mesmo sobre a neve (MAEHRE et al., 2014). Podem ser
classificadas como biomonitores, pois sdo organismos capazes de acumular metais em
seus tecidos e por esse motivo sdo utilizados no monitoramento de tais contaminantes
nos ecossistemas (MEERAVALI; KUMAR, 2000; RAINBOW, 2006). Além disso,
essas espécies podem apresentar em sua estrutura substdncias como proteinas e
carboidratos, o que possibilita a interacdo com ions metalicos, além de substancias
bioativas como polifenois, carotendides, vitaminas e minerais, o que confere a elas
propriedades antibacterianas (BATTU et al., 2011), antivirais (RABANAL et al., 2014)
antifungicas (PANDIAN et al., 2011) e antioxidantes (CHANDINI et al., 2008). Dentre
estas, a atividade antioxidante tem sido avaliada e normalmente estd associada a
presenca de compostos polifendlicos na estrutura dessa matriz (ZHANG et al., 2007).
Entretanto, ha outros compostos que se presentes na amostra, podem contribuir com a
atividade antioxidante. Nesse contexto destaca-se o selénio (Se), que € um
micronutriente reconhecido como essencial devido sua acéo protetora contra diferentes
doencas (TUZEN et al., 2009). Devido a isso, as macroalgas tém sido alvo de
investigacdo, uma vez que apresentam elevada capacidade nutracéutica (BLUNT et al.,
2011).

Segundo relatos de Zhong et al. (2015) niveis de concentracdo de Se de até 750
mg L™ aumentam a atividade da glutationa peroxidase, catalase e da peroxidase (uma
classe de enzimas antioxidantes) (ZHONG et al., 2015). Desse modo, pode-se inferir
que as algas que apresentam Se em sua composicao podem ser consideradas ricas fontes
de compostos antioxidantes naturais tendo maior aplicabilidade do ponto de vista
nutracéutico. E conhecido que o Se est4 presente em algas (COSTA et al., 2008) e a
determinacdo de sua concentracdo neste tipo de amostra é de grande relevancia devido a
sua importancia fisiolégica (CHATTERJEE et al., 2001). Por ser um constituinte da
glutationa peroxidase, desempenha uma das funcGes bioldgicas mais importantes,
atuando no mecanismo de defesa do organismo contra 0s danos oxidativos causados por
radicais livres (VOLP et al., 2010). Devido a estes fatores, a ingestdo de alimentos que
contenham Se ¢ indicada, podendo atuar na melhora do sistema imunoldgico (SILVA et
al., 2011).
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No ambiente, o Se encontra-se distribuido por meio de fontes antropogénicas
(atividades industriais e agricolas) e naturais (SEIXAS; KEHRIG, 2007). Pode se
bioacumular na cadeia alimentar (LEMLY, 2004) e sua biodisponibilidade vai depender
em grande parte, da forma na qual ele encontra-se no ambiente. Dentre as espécies de
Se existentes, (selenato - SeO4” e selenito - SeOs*) a mais abundante é o selenato.

Para a determinacdo analitica normalmente é necessario que os analitos estejam
em solugdo e desta forma, o tratamento da amostra (decomposicdo) envolve a
transformacdo prévia da espécie quimica para uma forma apropriada para a analise
(KRUG, 2008). Dentre os métodos de decomposicdo, a decomposicdo assistida por
micro-ondas (MAD, do inglés Microwave-Assisted Digestion) tem se mostrado eficaz
para a mineralizacdo deste tipo de matriz (SOARES et al., 2012; ALMEIDA et al.,
2017) uma vez que usa sistema fechado, proporcionando menor risco de contaminacgéo,
menor tempo de mineralizacdo, e, além disso, menores volumes de reagentes sao
utilizados (AGAZZI; PIROLA, 2000).

Técnicas espectrométricas de elevada sensibilidade sdo comumente utilizadas
para analise de Se (NAJAFI et al., 2012). Entretanto, em algum casos mesmo quando
utilizadas em combinacdo com métodos de preparo de amostra eficientes apresentam
interferéncia da matriz (FLORES et al., 2007) o que muitas vezes pode inviabilizar a
analise. Neste contexto os métodos voltamétricos vém se mostrando uma excelente
alternativa frente aos métodos espectroscopicos por apresentar sensibilidade semelhante
ou maior na determinacdo de compostos em diferentes matrizes, inclusive em
macroalgas (ALMEIDA et al., 2017), rapidez nas analises e ser de baixo custo
(KOUNAVES, 1997).

Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi desenvolver um método voltamétrico
para a determinacdo de Se em macroalgas obtidas da Antéartica utilizando etapa prévia

de mineralizacdo da amostra por MAD.

17



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver método voltamétrico para a quantificacdo de Se em macroalgas
vermelhas (Rhodophytas) e pardas (Phaeophytas) da Antartica.

2.2 Objetivos especificos

> Desenvolver e comparar dois métodos voltamétricos (pulso diferencial e onda
quadrada) para a determinacao de Se;

» Auvaliar interferentes de ions metalicos e o efeito matriz das amostras;

» Quantificar a atividade antioxidante das amostras frente ao radical 2,2-difenil-1-

picril-hidrazil (DPPH);

» Aplicar o método validado nas amostras;

> Relacionar o teor de Se com a atividade antioxidante das amostras;
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Macroalga

Macroalga é definido como um grupo de plantas diversas que estdo divididas em
trés diferentes reinos: monera, protista e plantae. Algas do reino plantae sdo organismos
classificados como pluricelulares, eucariontes e autotrofos, da qual fazem parte as
Rhodophytas e as Phaeophytas (algas vermelhas e pardas, respectivamente) (VIDOTTI;
ROLLEMBERG, 2004). A composicao quimica geral dessas algas demonstra um valor
nutricional essencial para a funcdo fisioldgica do corpo humano, sendo fontes de
proteinas, carboidratos, fibras, minerais e vitaminas, além de micronutrientes
(DHARGALKAR; VERLECAR, 2009).

As macroalgas sdo organismos fotossintetizantes, ocupam ambientes que Ihes
oferecam luz e umidade (permanente ou temporaria), produzem oxigénio que é
dissolvido na agua e usado pelos demais organismos aquaticos, fazem parte da cadeia
alimentar e servem de abrigo e local de desova para animais herbivoros e onivoros.
(VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004). Dentro do ambiente aquatico as macroalgas sao
classificadas como biomonitores, isso porque sdo organismos capazes de acumular
metais em seus tecidos, pois em sua estrutura hd substancias que apresentam sitios
ativos capaz de interagir com ions metélicos do meio (MEERAVALI; KUMAR, 2000).
Por esse motivo podem ser utilizadas no monitoramento e na verificacdo da
biodisponibilidade de tais contaminantes nos ecossistemas (RAINBOW, 2006).

Diante da diversidade bioquimica que exibem, tem havido um crescente
interesse por esses organismos por parte das industrias alimenticias e farmacéuticas
devido aos seus efeitos benéficos (TURAN et al., 2015). Por conterem uma série de
nutrientes, sdo fontes potentes de ingredientes funcionais e de compostos bioativos com
diferentes propriedades, dentre as quais se destaca a atividade antioxidante
(TABOADA; MILLAN; MIGUEZ, 2013).

Segundo Vidotti e Rollemberg (2004), muitas algas vermelhas (Rodophytas) sdo
utilizadas como alimento e na extracdo do agar (empregado na fabricacdo de gomas,
laxantes ou como meio de cultura para bactérias). Adicionalmente, das algas vermelhas
pode ser extraido a carragenana, um polissacarideo amplamente utilizado na producao
de alimentos como iogurtes, sorvetes, achocolatados, embutidos entre outros
(VIDOTTI; ROLEMBERG, 2004). Na industria farmacéutica a carragenana (obtida da

19



alga vermelha) é empregada como anticoagulante e como produto anti-inflamatorio
(ARMISEN, 1995).

Segundo Yamasaki et al., (2005), das algas pardas (Phaeophytas) sdo extraidos
os alginatos que sdo polissacarideos amplamente utilizados em inddstrias téxtil, de
alimentos e farmacéuticas (devido sua capacidade em complexar ions metalicos), além
de serem importantes geleificante, viscosificante e emulsificante (YAMASAKI et al.,
2005; CARDOZO et al., 2007).

As macroalgas em sua maioria sdo expostas a altas concentracdes de oxigénio e
luz (necesséria para a realizacdo da fotossintese) a qual pode levar a formacdo de
radicais livres. No entanto, segundo Matsukawa et al., (1997) a auséncia de danos
oxidativos em sua estrutura sugere que essas espécies possuam em sua CoOmposicdo
compostos com carater antioxidante o que ajuda na inibicdo do processo oxidativo
(MATSUKAWA et al., 1997).

Segundo (Rocha et al., 2007) o interesse por substancias naturais com atividade
biologica, com destaque a atividade antioxidante, surgiu no Japdo, com intuito de
substituir antioxidantes sintéticos que eram usados como aditivos alimentares
(hidrixianisol butilado e hidroxitolueno butilado), pois os mesmos apresentavam efeitos
patologicos como por exemplo efeito carcinogénico (ROCHA et al., 2007).

Duan et al., (2006), avaliaram a capacidade antioxidante da alga vermelha
(Polysiphonia urceolata), coletada na linha costeira de Qingdao da provincia de
Shandong, Republica Popular da China, através do método DPPH. O estudo
demonstrou que o0s extratos obtidos dessa alga apresentaram elevada atividade
antioxidante equiparando-se a de antioxidante comerciais como BHT, &cido galico e
acido ascdrbico, além de poder prevenir a deterioracdo oxidativa de alimentos (DUAN
et al., 2006).

Nahas et al., (2007) avaliaram a atividade antioxidante de treze espécies de algas
coletadas de areas da costa de Kolimbari e Marathi, na ilha da Grécia, através do
método DPPH. Os autores chegaram a conclusdo de que os compostos taondiol e
epitaondiol encontrados na alga verde (Taonia atomaria) apresentaram atividade
antioxidante superior ao trolox e ao &cido ascorbico conferindo a esta espécie uma fonte
natural com propriedade antioxidante benéfica a saide (NAHAS et al., 2007).

Zubia e Robledo (2007) avaliaram a capacidade antioxidante de diferentes
espécies de algas coletadas no México. Dentre estas, a alga parda (Lobophora

variegata) e a alga vermelha (Chondria baileyana) foram as mais ativas frente ao
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método DPPH. Os autores concluiram que a capacidade antioxidante que essas algas
apresentaram foi equivalente a de antioxidantes comerciais como BHT, BHA, a-
tocoferol e acido ascorbico (ZUBIA; ROBLEDO, 2007).

A propriedade antioxidante das algas normalmente esta associada a presenca de
compostos polifendlicos em sua estrutura (NAGAY; YUKIMOTO, 2003), porém ha
outros compostos que se estiverem presentes em sua composi¢do podem contribuir na
potencializagdo dessa propriedade, neste caso podemos citar o Se, que é um nutriente
reconhecido como essencial devido ser um agente protetor contra diferentes doencas,
tais como cancer, diabetes e hipertensdo (ZIMMERMANN; KIRSTEN, 2016). Desse
modo, pode-se inferir que algas que apresentam Se podem ser consideradas ricas fontes
de compostos antioxidantes naturais tendo maior aplicabilidade do ponto de vista

nutracéutico.

3.2 Selénio

O Se é um elemento de fundamental importancia para humanos e para animais
(ZHONG et al., 2015). Esse composto tem sido reconhecido como essencial devido suas
funcbes biologicas importantes no qual se baseia na presenca da glutationa peroxidase
que atua no mecanismo de defesa do organismo contra os danos oxidativos, eliminando
perdxidos e hidropéroxidos (ALARCON; VIQUE, 2008). Além disso, Se esta associado
a prevencdo de varias doencas como o cancer, doencas cardiovasculares, diabetes,
hipertensdo e melhora do sistema imunolégico (ARTHUR; MCKENZIE; BECKETT,
2003).

Os alimentos sdo a principal fonte de Se para os seres vivos e de acordo com
alguns orgdos regulamentadores a dose didria recomendada para humanos varia,
conforme demonstrado na Tabela 1. Esse elemento possuiu um comportamento peculiar
devido a estreita faixa de ingestdo existente entre essencialidade e toxicidade
(SCHIAVON et al., 2012) sendo considerado essencial em concentracdes inferiores a
40 mg g™ e toxico acima de 4000 mg g™ (TUZEN; SARI, 2010).
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Tabela 1 - Valores recomendados de Se para o consumo diério segundo agéncias regulamentadoras (ug Se dia™)

Homens Mulheres Gravidas Lactantes
Idade
FAO* FNB** FAO* FNB** FAO* FNB** FAO* FNB **
Nascido até 6 meses 6 15 6 15
7 - 12 meses 10 20 10 20
1 - 3 anos 17 20 17 20
4 - 6 anos 22 - 22 -
4 - 8 anos - 30 - 30
7 -9 anos 21 - 21 -
9 - 13 anos - 40 - 40
10 - 18 anos 32 - 26 -
14 - 50 anos - 55 - 55 28 - 30 60 35-42 70
19 - 65 anos 34 - 26 -
+ de 51 anos - 55 - 55
+ de 65 anos 33 - - 25

(44

*Food and Agriculture Organization for World Health Organization (FAO/OMS), 2001.
** Food and Nutrition Board (FNB). 2000.



O Se encontrado no ambiente é proveniente de duas fontes: as naturais e as
antropogénicas. As antropogénicas contribuem com a liberacdo de Se em diferentes
compartimentos do ecossistema, dentre estas estdo atividade agricola, industrias de
refino, mineracgdo, efluentes entre outros (HAMILTON, 2004). Essa fonte torna esse
elemento disponivel para o ambiente aquético e consequentemente para 0 homem, uma
vez que a principal via de exposi¢do para 0 homem e para 0s organismos aquaticos é
através da dieta alimentar (SEIXAS; KEHRIG, 2007).

A biodisponibilidade desse elemento depende em grande parte de seu estado de
oxidacdo. Se existe naturalmente em quatro estados de oxidacdo (-2, 0, +4 e +6) e
dentre essas espécies a mais abundante é o selenato (+6) (AMWEG et al., 2003).
Segundo Lemly, (1999) quando Se torna-se disponivel para ambiente aquético trés fatos
podem acorrer: pode ser absorvido ou ingerido pelos organismos, pode ligar-se ou
complexar-se ao material particulado ou ligar-se a superficie do sedimento ou
permanecer livre em solugcdo (LEMLY, 1999). Devido a isso, estudos para avaliar os
niveis de concentracdo deste micronutriente no ambiente tém aumentado
(PARASKEVI; KEVREKIDIS, 2014).

3.3 Preparo de Amostra

Normalmente as técnicas analiticas de quantificacdo requerem que as amostras
estejam em solucao para que sejam introduzidas nos equipamentos, a fim de minimizar
interferéncias, facilitar os procedimentos de calibracdo e aumentar o tempo de vida atil
do instrumento (OLIVEIRA, 2003). Desta forma, € indispensavel uma etapa prévia de
preparo da amostra, etapa esta que muitas vezes dificulta o desenvolvimento do método,
por critica e por conduzir a erros que limitam a exatiddo da analise, aléem de maior
tempo da sequéncia analitica (WIETESKA et al., 1996).

No tratamento da amostra a mesma é decomposta utilizando-se acidos diluidos,
concentrados ou a mistura dos mesmos (com ou ndo adi¢cdo de perdxido), em sistemas
abertos ou fechados, na presenca ou auséncia de aquecimento, pressdo, sobre a

incidéncia de radiac6es UV, micro-ondas e/ou ultrassdnicas.
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Almeida et al., (2017) investigaram diferentes modos de preparo de amostra da
macroalga verde Porphyra endiviifolia da Antértica para a posterior determinacdo
voltamétrica de Zn, Cd, Pb e Cu. Um dos métodos utilizou sistema fechado (micro-
ondas) e os outros dois métodos utilizaram um sistema aberto e semiaberto (bloco
digestor e radiagcdo UV, respectivamente).

A mineralizac&o realizada por MAD consistiu de dois métodos denominados A e
B. No método A foram utilizados a mistura de HNO3; e HCI. J& o método B utilizou
apenas 0 HNOs. A mineralizacdo realizada por bloco digestor (denominado método C)
foi realizada utilizando a mistura de HNO; e H,O,. A amostra foi mantida em sistema
aberto a uma temperatura de 100 °C por um periodo de 13 horas. J& a mineralizacdo
realizada por UV (denominado método D) utilizou como agente oxidante a mistura
H,SOs e H,0,. As amostras foram mantidas em um sistema semiaberto a uma
temperatura de 80°C por um periodo de 10 h e cada hora foram adicionados H,O,. Ao
analisar o material de referéncia certificado (Peach Leaves-NIST 1547) os autores
obtiveram recuperacdes aceitaveis para todos os analitos utilizando os métodos A e B
(valores entre 78 a 115%). Entretanto com o uso do bloco e radiacdo UV baixos indices
de recuperacbes foram obtidos para Cd (0 e 77%, respectivamente) e Pb (57 e 67,
respectivamente) estando alguns valores abaixo dos limites aceitaveis (70 a 120%).
Sendo assim, 0s autores concluiram que a utilizacdo da digestdo assistida por micro-
ondas para amostras de macroalgas é mais recomendavel que por bloco digestor e/ou
radiacdo UV (ALMEIDA et al., 2017).

3.3.1 Mineralizacdo por Radiacdo Micro-ondas

Em 1946, Percy Spencer descobriu a funcdo do micro-ondas como fonte de
aquecimento. Abu-Samra, Morris e Koirtyohann (1975) foram o0s primeiros
pesquisadores a usar a radiagdo micro-ondas em decomposi¢des acidas (ABU-SAMRA;
MORRIS; KOIRTYOHANN, 1975).

Nos ultimos tempos é crescente 0 uso de micro-ondas na decomposicdo de
diferentes matrizes como, solo, sedimentos, materiais biolégicos, dentre outras
(AGAZZI; PIROLA, 2000). Segundo Mesko et al., (2015) digestdo assistida por micro-
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ondas, tem sido amplamente aplicada na mineralizacdo de amostras complexas (como
amostras bioldgicas) pois devido a utilizacdo do sistema fechado minimiza o risco da
perda do analito por volatilizacdo, minimizando também a contaminacao e assegurando
que a mineralizagdo das amostras seja completa em curto tempo (MESKO et al., 2015).

As radiacBes micro-ondas sdo radiacGes eletromagnéticas ndo ionizantes, e por
isso ndo possuem energia suficiente para quebrar as ligacbes quimicas das moléculas
(KINGSTON; JASSIE, 1986). O aquecimento por micro-ondas baseia-se em dois
mecanismos principais, a migracdo ibnica e a rotacdo de dipolos que transformam a
radiacdo eletromagnética em calor (KRUG, 2008).

A migracdo idnica compreende o movimento dos ions dissolvidos em solucéo,
causado pela interacdo entre as espécies ionicas e o campo elétrico oscilante das

radiacOes eletromagnética. A Figura 1 mostra um esquema da migragao ionica.

Figura 1 - Representacdo esquematica da migracéo ionica (adaptado de KRUG, 2008)
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Na migracdo ibnica, os ions deslocam-se produzindo um fluxo de corrente e o
movimento sofre resisténcia causada por outras espécies com fluxo oposto ao
deslocamento, produzindo calor e elevando a temperatura da solugdo (KRUG, 2008).

Outro fendmeno que ocorre é a rotacao de dipolo demonstrado na Figura 2 e que
consiste no alinhamento das moléculas existentes no meio que possuem momento

dipolar com o campo eletromagnético.
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Figura 2 - Representacdo esquematica do alinhamento da molécula da agua com o
campo elétrico (adaptado de KRUG, 2008)

Neste caso, as ondas eletromagnéticas geram campos elétricos positivos e
negativos alternados, causando desordem e agitacdo das moléculas dipolares, e,
consequentemente a energia absorvida para realinhar as moléculas é transformada em
calor (KRUG, 2008).

Chatterjee, Bhattacharya e Das (2001) mineralizaram diferentes organismos
marinhos da regido da India por micro-ondas, utilizando uma mistura de HNO3 e H,0s.
Apos o Se foi extraido da solugdo aquosa com triisooctilamina, redissolvido com HCI
diluido, e quantificado por Espectrometria de Absorcdo Atdmica com Geracdo de
Hidretos, (HG AAS, do inglés Hydride Generation Atomic Absorption Spectrometry) e
Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS, do inglés
Inductively Coupled Plasma - Mass Spectrometry). Através da analise do material de
referéncia os autores obtiveram recuperacdes de 100% evidenciando a exatiddo do
método (CHATTERJEE; BHATTACHARYA; DAS, 2001).

Farias et al., (2002), investigaram a concentracdo de alguns elementos a niveis

traco, em algas coletadas da Antartica. As amostras foram mineralizadas por MAD, por
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meio de uma mistura de HNOs3, H,O, HF e HCIO,. Utilizando a Espectrometria de
Emissdo Otica com Plasma Indutivamente Acoplado, (ICP-OES, do inglés Inductively
Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry) os autores quantificaram Se apenas na
macroalga vermelha (Monostroma hariotti). A eficiéncia do processo de mineralizacao
foi realizada através da andlise do material de referéncia, no qual foram obtidas
recuperacdes de 95% demonstrando exatiddo no método empregado (FARIAS et al.,
2002).

Volynsky e Viitak (2006) quantificaram Se na alga vermelha (Fucus
vesiculosus), coletada da regido Estoniana do Mar Baltico. A amostra foi mineralizada
por MAD com a mistura de HNO; e H,O, e a quantificacdo foi realizada por
Espectrometria de Absorcdo Atbmica por Forno de Grafite, (GF AAS, do inglés
Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry). Os autores comprovaram a
exatiddo do metodo por meio de ensaio de adi¢cdo padrdo onde as recuperagdes variaram
de 91 a 109% (VOLYNSKY; VIITAK, 2006).

Tuzen et al., (2009) quantificaram Se por GF AAS, ap6s mineralizacdo por
MAD em 10 espécies de algas coletadas da costa do mar da Turquia. A exatidao método
foi avaliada através da analise de material de referéncia onde se obteve recuperacées de

95% o qual demonstra que o método empregado foi exato (TUZEN et al., 2009).

3.3.2 Mineralizacgdo por Bloco Digestor e por Radiacdo Ultravioleta - UV

A decomposicdo por bloco digestor ¢ um dos métodos mais antigos e mais
usados para a mineralizacdo de amostras. Segundo Oliveira (2003), a mineralizacao
utilizando sistemas abertos consome maior quantidade de reagentes e estdo sujeitos a
contaminacdes provenientes do meio externo, podem apresentar perdas completas ou
parciais dos analitos por volatilizacdo, além da necessidade da supervisdo do analista
durante todo o processo de mineralizacdo (OLIVEIRA, 2003). De maneira
convencional, quando se obtém uma solucdo clara apds a decomposic¢do por bloco,
assume-se que a oxidacdo da matéria organica foi completa (KRUG, 2008).

Tamayo et al., (2014), Ribeiro et al., (2016) e Lopez et al., (2007),

mineralizaram amostras de macroalgas e ovos de tartaruga por bloco digestor na
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presenca de HNO; e H,O; para posterior determinagcdo de Cd, Pb, Cu, Ca, Fe, K, Mn,
Na, Zn e Mg onde as recuperagdes variaram entre 94,3 a 100% (TAMAYO et al., 2014;
RIBEIRO et al., 2016; LOPEZ et al., 2007).

A radiacdo UV ¢é a porcdo do espectro eletromagnético que se localiza entre a
regido do visivel e a regido do raio-X, cujos os comprimentos de onda (1) varia de 40 a
400 nm. Esta radiagdo pode ser produzida artificialmente por diferentes fontes, como
por exemplo, as lAmpadas de deutério, xendnio, fluorescentes e de vapor de mercdrio, a
qual é a fonte mais utilizada no preparo de amostras (KRUG, 2008).

A decomposicdo por radiagdo UV tem sido amplamente explorada, na
mineralizacdo de amostras liquidas, como aguas naturais, efluentes de sistemas de
tratamento de esgoto doméstico e industriais, fluidos bioldgicos, bebidas e extratos de
solos (GOLIMOWSKI; GOLIMOWSKA, 1996). Porém ndo é muito empregada para
amostras que possuam grande quantidade de matéria organica, devido a esta dispor por
longos periodos de irradiacdo (CAVICCHIOLI; GUTZ, 2003).

Mesko et al., (2015), investigaram a combinacéo da radiacdo UV com a radiagéo
micro-ondas na decomposicdo de amostras de macroalgas coletadas da Antartica.
Segundo o0s autores essa combinacdo aumentou a eficiéncia na mineralizacéo,
permitindo menor consumo de &cidos. A decomposicdo das amostras foi realizada
apenas com o uso de HNOj3 e apds a quantificacdo por ICP-MS a exatiddo do método
(para As, Cd e Pb) foi comprovada através da analise de material de referéncia
certificado (recuperacoes de 95%) (MESKO et al., 2015).

Domingos et al., (2016), investigaram a concentracdo de Zn, Cd, Pb e Cu em
amostras de efluentes petroquimicos. Através de um planejamento fatorial, foi feita a
avaliacdo da mistura dos reagentes oxidantes e tempo de exposicdo a irradiacdo UV.
Encontrada as condicdes ditas como 6tima, os autores optaram pelo uso de HNO3, H,0;
e 75 minutos de irradiacdo. As recuperacfes obtidas variaram de 80 a 120% para 0sS
quatro elementos investigados, evidenciando exatiddo no método proposto
(DOMINGOS et al., 2016).
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3.4 Técnicas para quantificacdo de Se

3.4.1 Técnicas espectrométricas

A Espectrometria de Absorcdo Atdmica é dos métodos mais utilizados na
determinacgéo de elementos em uma variedade de matrizes sejam elas amostras liquidas
ou solidas (AMORIM, 2008). Dentre os tipos de atomizadores utilizados nesse tipo de
analise tem-se: chama, forno de grafite e geracéo de hidretos (HAGE; CARR, 2011). A
atomizacdo por chama fornece boa sensibilidade quando deseja-se determinar
concentracdes na ordem de mg L™, no entanto para determinar concentracdes na ordem
de ug L* e ng L™ a mesma ndo pode ser utilizada, devido ao tempo reduzido de
permanéncia dos &tomos no caminho Optico e consequentemente altos valores de limites
de quantificacdo sdo obtidos (WELZ; SPERLING, 1999).

A atomizacao por forno de grafite fornece alta sensibilidade quando comparada
a chama, pois a amostra € introduzida em um forno de volume confinado, sendo maior a
permanéncia dos atomos no caminho Optico, assim a amostra é atomizada em um curto
intervalo de tempo (WELZ; SPERLING, 1999).

Ja a atomizacao por geracao de hidretos aumenta a sensibilidade para elementos
que formam hidretos (WELZ; SPERLING, 1999), dentre os quais 0 Se encaixa-se
(COELHO; BACCAN, 2004). Essa técnica baseia-se na conversdao da espécie de
interesse em um hidreto gasoso, que por meio de um gas de arraste é transportado até o
atomizador, onde ocorre a atomizagdo. Esse processo divide-se em trés etapas: geragéo,
transporte e atomizacdo do hidreto volatil (WELZ; SPERLING, 1999). Nestas
circunstancias a geracdo de hidretos apresenta vantagens frente ao forno e chama, pois
apenas o0 analito forma a espécie volatil e o transporte do mesmo para o atomizador
pode atingir cerca de 100% obtendo-se menores limites de deteccdo e maior
sensibilidade (TAKASE et al., 2002).

Viitak e Volynsky (2006) quantificaram Se em 2 algas coletada em diferentes
locais da regido Estoniana do mar Baltico. As concentracdes quantificadas foram

através da GF AAS e variaram de 0,22 a 0,42 pg g™~ para a alga vermelha (Furcellaria
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lumbricalis) e para a alga parda (Fucus vesiculosos) as concentragdes variaram de 0,014
20,43 pug g™* (VIITAK; VOLYNSKY, 2006).

Seixas e Moreira (2007) determinaram Se em tecido muscular e figado de trés
espécies de peixes coletados na Baia de Guanabara (Rio de Janeiro). Utilizando GF
AAS os autores quantificaram Se na faixa de 0,07 a 0,29 pg g™ (SEIXAS; MOREIRA,
2007).

Tuzen et al., (2009) avaliaram a concentracdo de Se em 10 espécies de algas
coletadas no mar da Turquia por GF AAS e as concentragfes quantificadas variaram de
0,5 a 44,6 ug kg™ (TUZEN et al., 2009).

A Espectrometria de Emissdo Atémica e a Espectrometria de Massa sdo também
utilizadas na determinacdo de Se em amostras ambientais. A Espectrometria de Emissdo
Atdmica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-AES, do inglés Inductively
Coupled Plasma - Atomic Emission Spectrometry) caracteriza-se por linhas de emissao
geradas através de um plasma indutivo com temperatura capaz de promover a excitacao
de uma série de elementos (GINE, 1998). Ja a Espectrometria de Massa com Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP-MS, do inglés Inductively Coupled Plasma - Mass
Spectrometry) € uma técnica largamente usada na determinacdo simultanea de uma serie
de elementos onde os ions formados no plasma sdo introduzidos no analisador de
massas, e selecionados conforme sua razdo massa carga para posterior quantificacdo
(THOMAS, 2013).

Farias et al., (2002), quantificaram Se por ICP-OES em 11 espécies de
macroalgas coletadas na estacdo de Juban, base Argentina, perto de Poter Cove na ilha
de King George. Dentre estas, Se foi quantificado na macroalga vermelha (Monostroma
hariotti) e a concentracéo obtida foi de 6,55 pug g™ (FARIAS et al., 2002).

Soares et al., (2012), determinaram dentre outros elementos o Se na microalga
verde (Chlorella sp) adquirida comercialmente e produzida em laboratério. Utilizando
ICP-MS os autores quantificaram Se na concentracdo de 0,089 pug g~ (SOARES et al.,
2012).

Turner, (2013), utilizando ICP-MS avaliou a concentracdo de Se em sedimentos
e em diferentes organismos marinhos coletados de diferentes lugares do estuario do

Sudoeste da Inglaterra. Dentre estas amostras, Se foi quantificado nas macroalgas
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pardas (Fucus vesiculosos) e (Fucus ceranoides) com concentragfes que variaram de
0,05a0,3pg gt e0,05a0,51 pg g™, respectivamente (TURNER, 2013).

Pifieiro-Moreda et al., (2013) quantificaram Se em frutos do mar e algas
marinhas (obtidas comercialmente do fabricante local). Utilizando ICP-MS foram
quantificadas as concentragdes de Se em 7 espécies de algas que variaram de 49 a 230
ng g~ (PINEIRO-MOREDA et al., 2013).

Malea e Kevrekidis, (2014) investigaram a concentracdo de Se em 26 espécies
de algas coletadas do Golfo de Thessaloniki, no norte do mar Egeu no Mediterraneo
Utilizando ICP-MS os autores quantificaram concentracdes de Se que variaram de 0,6 a
11,06 pg g™ (MALEA; KEVREKIDIS, 2014).

Cabrita et al., (2016) avaliaram a concentracdo de Se em alga marinhas coletadas
da costa central e norte em Portugal. Utilizando ICP-MS foram quantificadas
concentracdes de Se em 15 espécies de macroalgas que variaram de 0,71 a 2,65 mg kg™
(CABRITA et al., 2016).

Singh et al., (2016) avaliaram diferentes elementos em 5 espécies de algas.
Dentre estas, Se foi quantificado na microalga verde (Hydrodictiyon reticulatum)
utilizando ICP-MS e as concentracdes obtidas foram de 194 mg kg™ (SINGH et al.,
2016).

3.4.2 Técnicas voltamétricas

A voltametria é uma técnica eletroquimica e/ou eletroanalitica onde obtém-se
informac@es qualitativas e quantitativas de uma espécie de interesse através do registro
das curvas de corrente versus potencial denominado voltamograma (WANG, 2000).

A voltametria originou-se a partir da polarografia que foi descoberta por Jaroslav
Heyrovsky em 1920. Na voltametria é aplicado uma diferenca de potencial entre o
eletrodo trabalho e o eletrodo de referéncia, essa diferenca aumenta a resisténcia do
eletrodo de referéncia e diminui a do eletrodo auxiliar. A reacdo redox ocorre no
eletrodo trabalho e as informacdes qualitativas e quantitativas do analito sdo registradas

através de um voltamograma (WANG, 2000).
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Diferentes tipos de eletrodos sdo usados em voltametria, como eletrodos de
metais como platina e ouro (WANG, 2000), carbono vitreo (GCE, do inglés Glassy
Carbon Electrode) (WANG, 2000), filme de mercurio (TMFE, do inglés Thin Mercury
Film Electrode) (WANG, 2000), pasta de carbono (CPE, do inglés Carbon Past
Electrode) (WANG, 2000), gota de mercurio pendente (HMDE, do inglés Hanging
Mercury Drop Electrode) (WANG, 2000), entre outros.

Entre os eletrodos citados, o eletrodo mais usado é o de mercurio no modo
HMDE e existem razfes para isso, dentre as quais se destaca a reprodutibilidade, e a
ampla faixa de potencial, onde o limite da faixa Gtil de trabalho no eletrodo de mercurio
pode variar de -2 V para a regido catodica e de + 0,2V para a regido anddica (BRETT,
1996).

No que se refere a seguranca ambiental, os mecanismos de formacdo da gota de
mercurio em equipamentos modernos, produz uma gota com uma area pequena,
gerando o minimo de risco ambiental e exposicdo ao analista (ACHTERBERG;
BRAUNGARDT, 1999).

A Voltametria de Redissolucdo (SV, do inglés Stripping Voltammetry) é uma
técnica sensivel, amplamente utilizada na determinacdo de compostos a niveis trago
(WANG, 2000). A principal vantagem dessa técnica € atribuida a etapa de deposicéo,
onde a espécie de interesse pode ser depositada como maior eficiéncia na superficie do
eletrodo, de modo que a corrente seja menos perturbada pela corrente residual (BARD;
FAULKNER, 1980).

Essa técnica consiste de duas etapas, a primeira envolve a deposicéo eletrolitica
do analito no eletrodo trabalho e a segunda etapa envolve a redissolucédo do analito
depositado no eletrodo para a solugdo (WANG, 2000). Na etapa de redissolucdo se
utiliza a Voltametria de Pulso Diferencial (DPV, do inglés Differential Pulse
Voltammetry) ou a Voltametria de Onda Quadrada (SWV, do inglés Square Wave
Voltammetry) (BARD; FAULKNER, 1980).

Na DPV um pulso de magnitude constante é sobreposto a uma rampa de
potencial aplicado no eletrodo trabalho. A corrente é amostrada duas vezes, antes e ap0s
a aplicacdo do pulso, entdo a diferenca de corrente é plotada versus ao potencial

aplicado. A resposta voltamétrica obtida geralmente é proporcional a concentracdo do
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analito presente em solucdo (WANG, 2000). Ja a SWV é uma técnica diferencial de
grandes amplitudes, na qual uma forma de onda, composta de uma onda quadrada
simétrica é sobreposta em uma escada de potencial é aplicado no eletrodo trabalho
(WANG, 2000). A corrente é amostrada duas vezes a cada ciclo da onda quadrada, uma
vez no final do pulso no sentido da varredura direta e outra ao final do pulso reverso o
que faz com que a sensibilidade da SWV seja maior do que a DPV. Outra vantagem da
SWV é em relacdo a rapidez das analises (WANG, 2000).

Liu et al., (1987) quantificaram Se em 8 espécies de algas verde, vermelha e
parda coletadas da costa da China utilizando a Voltametria de Resissolucdo Catddica
(CSV, do inglé Cathodic Stripping Voltametry) e as concentracGes variaram de 0,09 a
0,61 pug g™ (LIU et al., 1987).

Martin, Huang e Yoon (1994) quantificaram Fe, Mn, Cu, Ni e Cd na alga verde
Ulva, utilizando a Voltametria de Redissolucdo Catodica por Pulso Diferencial
(DPCSV, do inglés Differential Pulse Cathodic Stripping Voltammetry). A
concentracdo quantificada foi 9,67; 1,64; 0,10; 0,04 e 0,001 umol g™ para Fe, Mn, Cu,
Ni e Cd, respectivamente (MARTIN; HUANG; YOON, 1994).

Lambert e Turoczy (2000) quantificaram 3,1 pg g™ de Se em tecido de peixe
usando a DPCSV (LAMBERT; TUROCZY 2000).

Tamayo et al.,, (2014), utilizando a SWV quantificaram Cd, Pb e Cu na
macroalga parda (Sargasun natan) e as concentraces foram de 0,528; 6,7 e 1,49 ug g™,
respectivamente (TAMAYO et al., 2014) e Almeida et al., (2017), mineralizando a
macroalga verde Pyropia endiviifolia por MAD quantificaram Zn, Cd, Pb e Cu por
SWASV e as concentracdes obtidas foram de 17,9; 0,03; 0,77 e 2,95 pg g~
respectivamente (ALMEIDA et al., 2017).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Instrumentacao

Potenciostato/Galvanostato PGSTAT 302 N (Autolab), conectado a uma
interface IME 663 (Autolab) e VA Stand 663 (Metrohm) (Suica), gerenciado pelo
software Nova 2.0 foi utilizado nas determinagdes voltamétricas de Se. Os dados foram
tratados através do programa Origin Pro 9.0. A célula voltamétrica utilizada nas analises
foi de quartzo, consistindo de trés eletrodos, sendo de trabalho HMDE, o referéncia de
Ag/AgCI/KCI 3 mol L™ e o auxiliar de carbono vitreo.

Para a mineralizacdo das amostras foi utilizado um forno micro-ondas, modelo
Multiwave 3000 (Anton Paar, Austria) equipado com oito frascos de quartzo.

Para a determinacdo da atividade antioxidante, foi utilizado um
espectrofotometro de Absorgdo Molecular Ultravioleta-Visivel (UV-vis) de duplo feixe
modelo UV — 2550 (Shimadzu, Japao), equipado com duplo monocromador e cubetas
de vidro com 1,0 cm de caminho éptico.

Também foi utilizada balanca analitica (Acculab, Sartorius, Alemenha) e sistema
de purificacdo de 4gua com resistividade 18,2 MQ cm™ (Millipore, modelo Milli-Q
Direct-Q UV3®, Alemanha).

4.2 Reagentes e solucdes

Todos o0s reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico.
HNO; 65% destilado (Vetec, Brasil), H,SO4 98% (Neon, Brasil), HCI 37% destilado
(Synth, Brasil), H3PO4 85% (Vetec, Brasil), Pd(NO3), (Assurance®, Spex CertiPrep,
EUA), metanol HPLC (J.T Baker, USA), DPPH (2,2-Difenil-1-picril-hidrazil, Sigma-
Aldrich). A solucéo trabalho de Se 250 nM, foi preparada diariamente, a partir de uma
solucdo intermediéria de Se de 10 mg L™. Esta solugdo intermediéria foi preparada a
partir de uma solucéo estoque de 1000 mg L™ (Grupo Quimica GQ, Bélgica). A solucéo
trabalho de Cu (1,6 mM) foi preparada a partir da solucéo estoque de Cu de 1000 mgL™

(GQ, Bélgica). Além destas, foram preparadas soluces de 5 mg L™ dos ifons
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interferentes a partir de soluges estoque de 1000 mg L™ de Fe, Zn, Mn, Cr, Sn, Pb, As,
Cd, Cu, Sbh, Ca, Ni, Bi, Ba, Al, V e Te (ASSURANCE SprexCertiprex - EUA). HCI
(Synth, Brasil) foi utilizado para o preparo do eletrolito da analise voltamétrica. NaBH,4
(0,2%) (Vetec, Brasil) e NaOH (0,05%) (Merck, Alemanha) foram utilizados nas
analises por HG AAS. A solucdo DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil, Sigma-Aldrich)
foi preparada pela dissolugdo de 0,05 g do produto em 100 mL de etanol, a fim de se
obter a solugdo DPPH 1,27 mmol L™. Desta pipetou-se 8 mL e dilui-se em 50 mL de

metanol para a obtencdo da solucéo trabalho 0,203 mmol L™,

4.3 Controle de contaminagéo

Todos os materiais (plastico e vidro) utilizados nesse trabalho foram mantidos
em uma solucdo de HNO3; 10% (v/v) por 24 horas para a descontaminacdo. Antes da
utilizacdo os materiais foram lavados com agua ultrapura em abundancia. A

descontaminacéo das células voltamétricas foi realizada em solu¢do de HNO3 20%.

4.4 Coleta e preparo das amostras

As macroalgas utilizadas neste trabalho foram as Rhodophytas (Georgiella
confluens, Curdiea racovitzae, Iridaea cordata) e as Phaeophytas (Adenocystis
utricularis, Cystosphaera jacquinotii, Ascoseira mirabilis, Desmarestia anceps,
Himantothallus grandifolius), coletadas em diferentes locais da Antartica no periodo de
Dezembro de 2013, conforme descrito na Tabela 2 e fornecidas pelo Laboratério de
Heterociclos Bioativos e Bioprospeccdao (LAHBBI0) do centro de Ciéncias Quimicas,
Farmacéuticas e de Alimentos da Universidade Federal de Pelotas. As amostras foram
liofilizadas, moidas e armazenadas a temperatura ambiente no escuro até o momento da

manipulacdo das mesmas.
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Tabela 2 - Macroalgas coletadas em diferentes locais da Antartica

Classificacao Macroalga ? Local da coleta Coordenadas Data da coleta
Adenocystis utricularis Ilha de Robert 62° 22' x 59° 41" 06/12/2013
Cystosphaera jacquinotii Ilha de Half Moon 62° 35° x 59° 54’ 04/12/2013
Phaeophyta Ascoseira mirabilis Ilha de Livingston, Punta Hannah 62° 39' x 60° 36 05/12/2013
Desmarestia anceps Ilha de Livingston, Punta Hannah 62° 39" x 60° 36 05/12/2013
Himantothallus grandifolius Ilha de Half Moon 62° 35’ x 59° 54° 04/12/2013
Georgiella confluens Ilha de Robert 62° 22' x 59° 41" 06/12/2013
Rhodophyta Curdiea racovitzae Ilha de Livingston, Punta Hannah 62° 39" x 60° 36 05/12/2013
Iridaea cordata Ilha de Deception, Whalers Bay 62° 58' x 60° 33' 02/12/2013

dTemperatura da 4gua na coleta (-1°C - 0°C)



Figura 3- Mapa demonstrativo do continente Antartico com a localizagdo de algumas

ilhas dentre elas as utilizadas para a coleta das amostras em estudo.
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Paras as determinacfes de Se por SWV as amostras foram decompostas por
MAD de acordo com o estabelecido por Soares et al., (2012). Cerca de 0,3 g de amostra
foram pesadas e transferidas para tubos de quartzo, onde permaneceram com 6 mL de
HNO; destilado em pré-mineralizacdo por 1 hora. Passado este periodo, os frascos
foram submetidos ao seguinte programa de irradiacdo: 15 min a 1400 W (rampa de
aquecimento) e 20 min a 0 w (resfriamento). Apds o resfriamento, as amostras foram
transferidas para tubos de polipropileno e o volume aferido a 30 mL com &gua
ultrapura.

Para a obtengdo dos extratos algais foi utilizado o método estabelecido por
Marxen et al. (2007) que consistiu na maceragdo das amostras em grau e pistilo, seguido
da adicdo de 0,5 g de amostra macerada em tubos falcon em 5 mL de metanol, que
foram submetidos ao banho de ultrassom durante 30 minutos e filtrados em papel filtro
(MARXEN et al., 2007).
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4.5 Parametros avaliados na determinacdo voltamétrica de Se por DPV e SWV

As respostas voltamérticas de Se foram avaliadas por meio de dois métodos
voltamétricos. Para DPV foram avaliados o efeito da concentracdo de Cu (8, 16 e 24
MM), o efeito dos eletrolitos (HCI, HNO3, H,SO4, H3PO,), 0 potencial de deposigdo (de
-0,1 a -0,5V) e a velocidade de varredura (de 5 a 120 mV s?). Para SWV foram
avaliados a frequéncia (de 20 a 80 Hz) e amplitude (de 0,01 a 0,15 V).

4.6 Determinagéo de Selénio por SWV

A celula voltamétrica foi constituida por 20 mL de eletrélito (HCI 100 mM e Cu
140 uM) e 0,4 mL de amostra. Esta mistura foi desaerada com fluxo de gas N, de alta
pureza (99,8%) por 300 s e a determinacdo de Se foi realizada por SWV. A etapa de
deposicéo de ions Se foi executada sob agitacdo a um potencial de -0,4 V por 420 se a
varredura de potenciais utilizada foi de -0,4 a -0,8 V. Os parametros voltamétricos
utilizados foram: Egeposicio = -0,4 V, Einicial = -0,4, Efinal = -0,8 V, taeposicao = 420 S, Esep =
-0,005, amplitude = 0,08 V e frequéncia = 60 Hz. O método de calibragéo utilizado foi o
de adicdo padrdo, por meio de 5 adi¢des sucessivas de 100 pL de uma solugédo de 20 ug
L™ de Se na célula voltamétrica, perfazendo concentracdes de 0,1 a 0,5 ug L™. Todos os

ensaios descritos nesse item foram realizados em triplicata.
4.7 Determinacéo da atividade antioxidante
A partir dos extratos obtidos no item 4.4 conduziu-se a avaliacdo da atividade

antioxidante empregando o método DPPH proposto por Brand-Willlians et al., (1995)

cujo esquema da reacdo esta representada na Figura 4
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Figura 4- Esquema de reacédo entre o radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e um
composto antioxidante (MOON e SHIBAMOTO, 2009).
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Portanto um volume de 1,48 mL de DPPH 0,203 mmol L™ foi adicionado a 1,5
mL de extrato e 20 puL de metanol 100%, essa mistura resultou na concentracdo de 0,1
mmol L. Adicionalmente, preparou-se o branco da amostra (1,5 mL do extrato em 1,5
mL de solugdo metandlica 100%). Paralelamente foi preparado o controle do DPPH
onde 1,48 mL de DPPH 0,203 mmol L™ foi adicionado a 1,52 mL de metanol 100%.
Apos 30 minutos de reacdo sob abrigo da luz, foi realizada a analise da capacidade do
DPPH em reduzir-se na presenca de substancias antioxidantes, através do decréscimo da
absorbéancia a 515 nm em espectrometro UV-vis (BRAND-WILLLIANS et al.,1995). A

porcentagem da atividade antioxidante foi calculada conforme equacéo 1

AA (%) = ((X1— (X5 — X3) / X1)) x 100  (equacdo 1)

Onde:
AA = atividade antioxidante
X, = absorbancia do DPPH controle
X, = absorbancia da amostra

X3 = absorbancia do branco
4.8 Validacao do método voltamétrico
Os parametros de mérito avaliados neste trabalho foram limite de deteccdo (LD,

do inglés Limit of Detection) e de quantificacdo (LQ, do inglés Limit of Quantification)

instrumentais e do método, exatidao, precisao e faixa linear.
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Para os célculos dos limites de detecgdo e quantificacdo instrumentais, analisou-
se 10 vezes o eletrolito (20 mL de eletrolito composto por HCI 100 mM, e Cu 140 uM)
e 0 valor de corrente obtido para o sinal do potencial de pico (Ep) do Se (-0,60 V) foi

utilizado para os célculos através das equacdes 2 e 3
LD =3,3x ¢ (equagio 2)

LQ=10x E (equagéo 3)
Onde:
s = estimativa do desvio padrdo referente a dez leituras do branco;
S = coeficiente angular da curva analitica.

Para os célculos dos limites de detec¢do e quantificagcdo do método, analisou-se
10 vezes o branco (20 mL de eletrolito composto por HCI 100 mM, e Cu 140 uM e 0,4
mL do branco da amostra mineralizada) e o valor de corrente obtido para o sinal do E,
do Se foi utilizado para os calculos, atravées das equacdes 2 e 3. Para o calculo levou-se
em consideracdo a massa de amostra e volume aferido apés a etapa de mineralizagéo.

A avaliacdo da exatidao foi realizada atraves da analise do material de referéncia
certificado Peach Leaves (NIST 1547).

4.9 Efeito Matriz

O efeito matriz foi calculado conforme a equacdo 4 (ECONOMOU et al., 2009).

X1~ X2

EM (%) = x 100 (equagdo 4)

X2
Onde:
x; = coeficiente angular obtido da curva na amostra mineralizada;

X, = coeficiente angular obtido da curva no branco mineralizado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizacao dos métodos voltamétricos

Com intuito de obter as melhores condi¢des quanto a sensibilidade e resolucdo
voltamétrica para a determinacdo de Se, foi realizada a otimizacdo de dois métodos
voltamétricos: pulso diferencial e onda quadrada.

No método por DPV, os pardmetros avaliados foram: avaliacdo da concentracdo
de Cu, avaliacdo da influéncia da concentracdo do eletrélito, influéncia do potencial de
deposicdo (Egep) e efeito da velocidade de varredura. No método por SWV, os

parametros avaliados foram: frequéncia e amplitude.

5.1.1 VVoltametria de Pulso Diferencial

5.1.1.1 Efeito da concentracgdo cobre

A Voltametria de CSV é o método frequentemente usado para a determinacéo de
Se. A determinacdo baseia-se na eletrodeposicdo dos ions Se na superficie do eletrodo
de gota de mercurio pendente em meio &cido seguida da redissolugdo do mesmo
(MATTSSON et al.,, 1994; PIECH; KUBIAK, 2007). Esse método envolve dois
principais mecanismos demonstrados das equacdes 1 e 2:
* Formacdo do seleneto de mercurio (HgSe) durante a etapa de deposicao
(PANIGATI et al., 2007).

H,Se0s + Hg + 4 H" + 4 ——— HgSe +3H,0 (1)

* Reducdo do HgSe durante a etapa de redissolucdo (PANIGATI et al., 2007;
ADELOJU; BOND, 1983).

HgSe + 2H" + 26— H,Se+ Hg  (2)
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E conhecido que o método para a determinacéo de Se na presenca de fons Cu?*
fornece picos com maior intensidade de corrente, melhor sensibilidade do método
(resultando em baixos limites de deteccdo) e € menos suscetivel a interferéncias de ions
metalicos, do que se realizado sem a adicdo de Cu®* (FERRI et al., 2007).

Levando-se isso em consideracédo foi realizada a avaliagdo do efeito da adigéo de
jons Cu na resposta voltamétrica de Se por DPCSV conforme estd demonstrado na
Figura 5.

Figura 5 - Voltamogramas obtidos por DPCSV com e sem adicdo de Cu?*. Condicdes
experimentais: 10 mL de eletrdlito (HCI 100 mM) e 32 nM de Se. Egp = -0,4 V,
Ei=-04V,E=-0,7V, tg,=90s,v=5 mVs™"
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Conforme se observa na Figura 5, sem adicéo de ions Cu (linha continua) o pico
para Se apresentou uma ma resolugéo, porém quando adicionado Cu (linha pontilhada)
houve melhora na resolucdo do pico e aumento na intensidade de corrente do mesmo,
como ja esperado e relatado por Adeloju e Bond (1983) assim como por Oveisi et al.,
(2002). Pode-se também observar o deslocamento do potencial de reducdo para
potencias mais catodicos assim como o descrito por Zuman e Somer (2000) e isso
ocorre devido a formacdo do composto intermetalico Cu,Se na superficie do eletrodo
(OVEISI et al., 2002).

Segundo Mattsson et al., (1994) na etapa de redissolucéo, a espécie Se?* (HgSe —
ver equacdo 2) se reduz fornecendo voltamogramas com baixa resolucdo (2 picos

sobrepostos) e isso ocorre pois uma pequena quantidade de Se interage com a superficie
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do eletrodo (uma vez que Se ndo apresenta alta solubilidade no Hg) na etapa de
deposicgéo representada pela equagéo 1 (MATTSSON et al., 1994).

Adeloju e Bond, (1983) e Oveisi et al., (2002) contornaram esse problema
adicionando ions Cu no meio antes da etapa de deposicdo, facilitando assim a
solubilizacdo do Se na superficie do eletrodo através da formacdo do complexo estavel
de Cu(Hg)Se, conforme descrito na equacao 3 (OVEISI et al., 2002).

H,SeO; + 4 H* + Cu?* + Hg + 6 & ——»Cu(Hg)Se + 3H,0  (3)

Portanto, para a determinacio de Se é importante & adicdo de fons Cu**. Sendo
assim, o Se é depositado na superficie do eletrodo como Cu,Se (equacdo 4) e €

redissolvido (equacdo 5), conforme descrito a seguir (FERRI et al., 2007).

* deposicao:
H,SeOs + 2 Cu®* + 8¢ + 4H" ——— Cu,Se + 3H,0 4)

* redissolucéo:
Cu,Se +2e +2H" — HySe+ 2 Cu(Hg) (5)

Uma vez conhecido que o Cu afeta a resposta voltamétrica de Se, investigou-se
o efeito da concentracdo do mesmo na corrente de pico de reducdo do composto
intermetalico Cu,Se em meio acido (HCI 100 mM). As concentracdes de Cu estudadas
foram 8, 16 e 24 pM.

Na Figura 6 (A) e (B) sdo demonstradas as curvas analiticas obtidas quando se

utilizou as diferentes concentracoes de Cu e 0s seus voltamogramas, respectivamente.
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Figura 6 - Curvas analiticas de Se com adicdo de 8, 16 e 24 pM de Cu*" (A) e os
respectivos voltamogramas obtido por DPCSV (B). Condigdes experimentais: 10 mL de
eletrolito (HCI 100 mM) com ions Cu e 32 nM de Se. Egp = -04 V, Ei = -04 V,
Er=-0,7V, tgey =905, v=5mV s™,
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Conforme demonstrado na Figura 6 (A), a curva de concentracdo de 16 pM
apresenta uma inclinacdo cerca de 6,7% maior que a curva de concentragdo de 8 uM e
cerca de 4,2% maior que a de 24 pM. Ja a inclinacdo da curva de concentracdo de
24 UM é cerca de 2,6% maior que a de 8 uM. Portanto conforme os valores obtidos
(porcentagem), pode-se inferir que se utilizando 16 pM de Cu, além de maior
sensibilidade analitica , um melhor perfil voltamétrico (resolugéo) foi obtido, conforme
estd demonstrado na Figura 6 (B). Assim, com essa concentracdo de Cu, maiores
valores de corrente foram obtidos devido a formacdo do Cu,Se como ja esperado e
relatado por Mattsson et al., (1994) que investigou a formacdo desse composto em
solucdo aquosa (MATTSSON et al., 1994). Cabe salientar que esta concentracao foi
utilizada por Nascimento et al., (2009), sendo reportada como suficiente para a
formacdo do Cu,Se em meio salino (NASCIMENTO et al., 2009). Desta forma, a

concentracdo de 16 UM foi a concentracdo de Cu utilizada nos experimentos seguintes.
5.1.1.2 Avaliacéo do eletrélito
A avaliacdo de diferentes eletrdlitos foi realizada com intuito de verificar suas

influéncias na determinacdo voltamétrica de Se. A escolha do eletrdlito suporte é

importante, ja que em voltametria deseja-se que as condi¢cBes experimentais sejam
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ajustadas para que o transporte de massa seja efetivo e que ocorra preferencialmente por
difusdo (WANG, 2000). Portanto, o eletrdlito suporte deve apresentar as seguintes
propriedades: alta solubilidade, alto grau de ionizacdo, ser estavel quimicamente,
eletroquimicamente inerte, ndo deve sofrer hidrdlise e nem formar complexos com ions
em solucdo (AGOSTINHO; RUTH, 2004) Uma vez que é conhecido que a
determinacdo de Se por voltametria ocorre preferencialmente em meio acido
(MATTSSON et al., 1994), os eletrdlitos avaliados foram HCI, H3PO,4, HNO3; e H,SO4
(com concentracdo de 100 mM). Para a escolha do melhor eletrdlito suporte avaliou-se
aquele que apresentou melhor perfil voltamétrico para Se e maior sensibilidade

(inclinagdo da curva). Na Figura 7 estdo demonstrados os respectivos voltamogramas.

Figura 7 - Voltamogramas de Se obtidos por DPCSV (A) e (B) curvas analiticas para Se
(32 a 160 nM) em HCI, H3PO4, HNO;3; e H,SO,4. Condigcdes experimentais: 10 mL de
eletrélito e 16 pM de Cu®*. Egep = -0,4 V, Ei = 0,4 V, Ef = -0,7 V, taep = 90 s,

v=5mVs
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Conforme observado na Figura 7 (A) os quatro eletrolitos testados apresentaram
perfis voltamétricos semelhantes. No entanto, para melhor interpretacdo dos resultados
foram plotadas as curvas analiticas de Se em cada eletrolito (Figura 7 B), a fim de
verificar em qual se obtém uma curva de maior sensibilidade. Dentre os eletrélitos
avaliados, 0 HCI e o HNOj3 apresentaram sensibilidade semelhantes (inclinacdo da curva
analitica), no entanto o HCI apresenta uma inclinacdo de cerca de 7,9% maior que 0
HNO; e por esse motivo que o HCI foi o escolhido para as proximas analises.

Estabelecido o eletrélito, avaliou-se a concentracdo do mesmo, com intuito de
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identificar qual a concentracdo mais adequada de HCI a ser utilizada. Os resultados
estdo demonstrados na Figura 8.

Figura 8 - Curvas analiticas de Se obtidas para as diferentes concentragbes de HCI (1, 2,
50, 100 e 150 mM HCI). CondicBes experimentais: 10 mL do eletrdlito e 16 uM de
Cu™ . Egep=-04V,Ei=-04V,Et=-0,7V, tap=90s,v=5mVs™.
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Conforme se observa na Figura 8 a concentracéo do eletrolito que proporcionou
a maior sensibilidade dentre as curvas foi com 100 mM, uma vez que nessa
concentracdo obteve-se uma inclinacdo de cerca de 8,63% e de 16,1% maior que a
concentracdo de 150 e 50 mM, respectivamente. Por esse motivo, optou-se por trabalhar
nas proximas analises com o eletrélito HCI 100 mM. Cabe salientar que HCI 100 mM
foi também avaliado por Zuman e Somer (2000) e considerado como o melhor
(ZUMAN; SOMER, 2000).

5.1.1.3 Avaliacéo do potencial de deposi¢cdo

Para a avaliagdo do efeito do Egep Na resposta voltamétrica de Se, os potenciais

avaliados foram de -0,1 a -0,5 V e os resultados estdo demonstrados na Figura 9.
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Figura 9 - Influéncia do potencial de deposicdo na corrente de pico de reducdo de
Cu,Se. Condigdes experimentais: 10 mL de eletrolito (HCI 100 mM) com 16 uM de
Cu” e32nMde Se. Ei=-0,4V, Er=-0,7V, tgep =905, v=5mV s™.
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Conforme pode ser observado na Figura 9, a maior intensidade de pico de
reducdo de Cu,Se (i = 1,01 x 10°A) foi obtida quando foi aplicado potencial de -0,4 V.
Em potenciais mais positivos, as intensidades de corrente foram menores e isso se deve
a formacgdo incompleta do composto intermetalico Cu,Se (OVEISI et al., 2002). Em
potenciais mais negativos que -0,4 V ocorreu um decréscimo na corrente possivelmente
devido a este potencial ser muito proximo ao potencial de reducdo de Cu,Se (VAN
DEN BERG; KHAN, 1990). Desse modo, o potencial utilizado para os seguintes

experimentos foi de -0,4 V.

5.1.1.4 Avaliacéo do efeito da velocidade de varredura

A escolha da velocidade de varredura é importante de modo que esse parametro
pode afetar a resolucdo do sinal analitico e a sensibilidade do método voltamétrico
(ALEIXO, 2003). As Figuras 10 A e B estdo demonstrando o efeito da velocidade de
varredura (5 a 120 mV s') na corrente de pico de reducdo de Cu,Se e os

voltamogramas, respectivamente.
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Figura 10 - Variacdo da corrente de pico de Cu,Se em funcdo da velocidade de
varredura (A) e (B) voltamogramas obtidos por DPCSV para as velocidades de
varredura de 50, 100 e 120 mV s™. Condicdes experimentais: 10 mL de eletrélito (HCI
100 mM) com 16uM de Cu** e 32 nM de Se. Egep = -0,4 V, Ei =-0,4 V, Et = -0,7 V, tuep
=90s,v=5mVs™.
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Como pode ser observado na Figura 10 (A), ha um aumento da corrente de pico
com um valor maximo para a velocidade de 100 mV s™. Em velocidades menores e
maiores que 100 mV s™ as intensidades de corrente foram menores. Adicionalmente, na
Figura 10 (B) observou-se que em 100 mV s™ a resolucéo do sinal analitico ndo foi
prejudicada. Portanto, optou-se por trabalhar com a velocidade de varredura de

100 mV s, uma vez que nessa velocidade obteve-se a maior intensidade de corrente.

5.1.2 Voltametria de Onda Quadrada

5.1.2.1 Avaliacéo do efeito da frequéncia

A frequéncia é um dos parametros importantes da SWV, pois pode influenciar a
intensidade do sinal voltamétrico, o que consequentemente, reflete diretamente na
sensibilidade (SOUZA; MACHADO, 2003). Para isso, foram realizados experimentos
variando as frequéncias de 20 a 80 Hz (com incrementos de 20 Hz) fixando-se a
amplitude em 0,08 V. Cabe destacar que para as frequéncias de 20, 40, 50, 60 e 80 Hz,

as varreduras ocorreram em velocidades de 100, 200, 250, 302 e 402 mV s
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respectivamente. As Figuras 11 A e B mostram a influéncia da frequéncia na corrente

de pico de reducdo do Cu,Se e os voltamogramas, respectivamente.

Figura 11 - Variacdo da intensidade de corrente de pico de Cu,Se em funcdo da variacéo
da frequéncia (A) e (B) os respectivos voltamogramas. Condigdes experimentais: 10 mL
de eletrélito (HCI 100 mM) com 16 pM de Cu®* e 32 nM de Se. Ewep = -04 V,
Ei=-04V,Ef=-0,8V, t4ep=90s, Amp =0,08 V.
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Conforme se observa na Figura 11 (A), a intensidade do sinal aumenta conforme
0 aumento da frequéncia de 20 a 60 Hz. A partir de 60 Hz a intensidade do sinal
diminui. Desse modo, a frequéncia escolhida foi de 60 Hz, onde se obteve maior
intensidade de corrente de pico de reducdo para Cu,Se e a resolucdo ndo foi afetada,

conforme demonstra a Figura 11 (B).

5.1.2.2 Avaliacéo do efeito da amplitude

Geralmente com o aumento da amplitude obtém-se intensidades de corrente de
pico maiores, proporcionando o aumento na sensibilidade. Contudo elevados valores de
amplitude podem provocar alargamentos nos picos reduzindo consequentemente a
resolucdo do sinal analitico (ALEIXO, 2003). Nas Figuras 12 A e B esta demonstrado o
efeito da amplitude na corrente de pico de reducdo para Cu,Se e 0s voltamogramas,

respectivamente.
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Figura 12 - Variacdo na intensidade de corrente de pico para Cu,Se com diferentes
valores de amplitude (A) e (B) os respectivos voltamogramas. Condic¢des experimentais:
10 mL de eletrélito (HCI 100 mM) com 16 pM de Cu®* e 32 nM de Se. Edep =-0,4 V,
Ei=-0,4V,Ef=-0,8V, tgey, = 90 s, f= 60 Hz.
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Na Figura 12 (A) é possivel observar que se fixando a frequéncia em 60 Hz,
(cuja velocidade de varredura é 302 mV s™?) e variando-se a amplitude no intervalo de
0,01 a 0,15 V, ha um aumento nas intensidades de corrente de pico com o aumento da
amplitude. Entretanto, a melhor resolucdo obtida foi quando se utilizou amplitude de
0,08 V e a resolucdo foi comprometida em amplitudes maiores que 0,1 V devido a
formacdo de dois picos como anteriormente verificado e descrito por Somer e Zuman,
(2000). Portanto dentre as amplitudes avaliadas, a de 0,08 V foi escolhida por apresentar

melhor perfil voltamétrico conforme é demonstrado na Figura 12 (B).
5.2 Comparacao entre Pulso Diferencial e Onda Quadrada na determinacéo de Se
Verificar qual a técnica mais sensivel é o objetivo da comparacao entre DPCSV

e SWV. Para isso, foram utilizadas as condi¢cdes experimentais otimizadas nos itens

anteriores e essas condigdes estdo descritas na Tabela 3.
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Tabela 3 - Pardmetros utilizados para Pulso Diferencial e para Onda Quadrada

Parametros DPCSV SWv
Edep/V 0,4 -0,4
taep / S 90 90
Einiciat / V -0,4 -0,4
Efinat / V -0,7 -0,7
Estep / V -0,0067 -0,005
Amplitude / V 0,08 0,08
Intervalo de tempo / s 0,067 0,017
Velocidade / mVvs™ 100 302
Frequéncia / Hz - 60

A aplicacdo dos métodos por DPCSV e SWV originaram dois voltamogramas e
suas respectivas curvas analiticas estdo demonstradas na Figura 13 (A- SWV e B —
DPCSV).

Figura 13- Voltamogramas de Se por SWV (A) e DPCSV (B) e suas curvas analiticas
(inset). Condigdes experimentais: 10 mL de eletrélito (HCI 100 mM) e 16 pM de Cu*".
Faixa de concentracao de Se de 32 a 96 nM.
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Um método ¢é dito sensivel quando pequenas variacdes de concentracdo resultam
em maior variacao na resposta, ou seja, maior inclinacdo (INMETRO, 2011). Isto pode

ser observado na Figura 13 (A), onde a inclinagdo da curva obtida por SWV (3,90 x 10°
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1y foi da ordem de 10 vezes maiores que a obtida por DPCSV (5,76 x 10™%). Segundo
Souza e Machado (2003) a principal vantagem da SWV é possibilitar a obtencdo de
correntes em altas velocidades de varredura, melhorando a sensibilidade da técnica
(SOUZA; MACHADO, 2003) e isso pode ser visualizado nesse estudo.

Na SWV a corrente é amostrada duas vezes, uma ao final do pulso direto e a
outra ao final do pulso reverso e, essa dupla amostragem de corrente contribui para que
a corrente capacitiva seja minimizada, favorecendo a reducdo de ruidos, melhorando a
resolucdo dos sinais voltamétricos e, consequentemente, aumentando a sensibilidade da
técnica (SOUZA; MACHADO, 2004). Conforme observado nas curvas de regressao
linear (Figura 13 A), a técnica mais sensivel é a SWV, pois apresentou o maior
coeficiente angular e, sendo assim, sera utilizada para a validacdo do método e analise

das amostras.

5.3 Testes preliminares com a amostra (avaliagdo da concentracdo de Cu e efeito

matriz nas amostras)

Utilizando-se um tempo de deposicdo de 420 s para a determinacao de Se, pode-
se observar que uma corrente mensuravel (na ordem de nA) foi obtida e sendo assim,
este tempo foi utilizado no restante do trabalho. Uma vez que as amostras utilizadas
neste trabalho sdo consideradas de elevada complexidade, foi avaliada a concentracédo
de Cu necessaria para a determinacdo de Se nas macroalgas Rhodophytas e Phaeophytas
e os efeitos de matriz das mesmas.

O motivo da realizacdo da avaliacdo do efeito da concentracdo de Cu, é devido
ao Cu poder ser complexado pela MOD (matéria organica dissolvida) presente na
amostra e consequentemente, ndo estar totalmente disponivel para reagir com o Se. Por
esse motivo avaliou-se o perfil voltamétrico e as correntes obtidas para Se nas amostras
de macroalga Phaeophytas (Adenocystis utricularis) e Rhodophytas (Georgiella
confluens) com a adic&o de 0,5 pg L™ de Se, e com a variacio de Cu entre 16 a 140 uM.
Os voltamogramas obtidos para a alga Phaeophytas e Rhodophytas estdo demonstrados

na Figura 14 A e B, respectivamente.
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Figura 14 - Voltamogramas de Se 0,5 pg L™ na macroalga Phaeophytas (Adenocystis
utricularis) (A) e Rhodophytas (Georgiella confluens) (B) por SWV com 20 mL de HCI
100 mM em 16 e 140 uM de Cu®*. CondicBes experimentais: Egep=-04V,Ei=-04V,
Ef=-0,8V, tgep =420 s, f= 60 Hz, Amp = 0,08 V
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Como pode ser observado na Figura 14 A e B, quando foram utilizados 16 pM
de Cu (em ambas as amostras) a resolucdo do pico ficou comprometida podendo ser
observado dois picos sobrepostos. Acredita-se que isso ocorreu, pois, 0 Cu pode ter
interagido (complexado) com a MOD. Quando foram utilizados 140 pM, pode-se
observar a obtencdo de um pico gaussiano, confirmando a hipotese de que em meio da
amostra é necessaria a adicdo de mais Cu do que o otimizado em meio somente do
eletrolito (16 uM). Cabe salientar que concentracdes maiores de Cu foram avaliados e
0s mesmos resultados de quando se utilizou 140 uM foram obtidos. Com isso, nos
estudos sequentes, a concentracdo de Cu utilizada para as determinagdes voltamétricas
foi de 140 pM.

Adicionalmente, o efeito matriz foi calculado para todas as amostras em estudo a

partir das curvas de calibracdo do branco e da amostra demonstradas na Figura 15.
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Figura 15 - Curvas analiticas obtidas por SWV para as macroalgas Phaeophytas (A-

Adenocystis utricularis, B- Cystosphaera jacquinotii, C- Ascoseira mirabilis, D-

Desmarestia anceps e E- Himantothallus grandifolius) e Rhodophytas (F- Georgiella

confluens, G- Curdiea racovitzae, H- Iridaea cordata). Condi¢Oes experimentais: 20
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Na Tabela 4 estdo demonstrados os valores em percentagem do EM calculados

para as amostras.

Tabela 4 - Valores de efeito da matriz para as macroalgas em estudo

Classificacao Macroalga Efeito Matriz (%)
Adenocystis utricularis - 26
Cystosphaera jacquinotii -19
Phaeophytas Ascoseira mirabilis -33
Desmarestia anceps - 20
Himantothallus grandifolius -29
Georgiella confluens -3
Rhodophytas Curdiea racovitzae -17
Iridaea cordata - 49

Segundo Economou et al., (2009) valores de efeito matriz entre -20 e +20 % séao
considerados um baixo EM, valores entre -50 e -20 % ou +20 e +50 % considera-se um
EM médio. Para valores abaixo de -50 ou acima de + 50% interpreta-se como um alto
EM. Levando-se isto em consideracdo, pode-se inferir que os valores de efeito de matriz

para as macroalgas pardas Adenocystis utricularis, Ascoseira mirabilis, Desmarestia
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anceps e Himantothallus grandifolius foram médios (valores de -26, -33, -20, -29%,
respectivamente), exceto para a Cystosphaera jacquinotii que apresentou EM baixo (-
19%). Dentre as macroalgas vermelhas, a Curdiea racovitzae e Georgiella confluens
apresentaram baixo EM (-17 e -3%, respectivamente) e a Iridaea cordata apresentou
um alto EM (-49%).

Almeida et al., (2017) utilizaram diferentes métodos de preparo de amostra
(micro-ondas, bloco digestor e radiagio UV) na mineralizagdo da macroalga
Chlorophyta para posterior quantificacdo de Zn, Cd, Pb e Cu por SWV. Os autores
verificaram que o método que fez uso de sistema fechado com micro-ondas em meio
HNO; apesar de ter apresentado valores de EM que variaram de baixo a alto
(ALMEIDA et al., 2017), mostrou-se exato e preciso. Uma vez que o método aqui
proposto tambem foi exato e preciso (ver item 5.4), pode-se inferir que mesmo esses
efeitos médios e altos ndo sdo um problema para o procedimento voltameétrico aqui
proposto.

Adicionalmente, acredita-se que esses efeitos podem ser gerados a partir da
possivel formacdo de acidos benzoicos nitrificados gerados na mineralizagdo por MAD
em meio de HNO3; uma vez que 0s mesmo sdo eletroquimicamente ativos (KRUG,
2008) e podem influenciar no efeito matriz na analise voltamétrica (ALMEIDA et al.,
2017).

5.4 Parametros de Validacéo

Concluida a etapa de otimizacdo para a determinacdo de Se por SWV, foram
conduzidas as avaliagdes dos parametros de mérito. Neste trabalho foram os seguintes
parametros avaliados: faixa linear, LD (limite de deteccdo instrumental), LQinst
(limite de quantificagéo instrumental) LDme (limite de deteccdo do método), LQmet
(limite de guantificacdo do método), exatiddo e precisao.

O LDijnst € LQing: calculados foram de 0,013 e 0,043 pg L™, respectivamente. Ja
os valores de LDme: € LQmet calculados para a macroalga Rhodophyta e Phaeophytas

estdo demonstrados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Valores calculados para os limites de detec¢do e quantificacdo do método

para Se por SWV

Classificago Macroalga LDmet (Mg kg™)  LQmer (Mg kg™)

Adenocystis utricularis 2,05 6,84

Cystosphaera jacquinotii 1,90 6,35

Phaeophytas Ascoseira mirabilis 2,30 7,66

Desmarestia anceps 1,94 6,48

Himantothallus grandifolius 2,18 7,28

Georgiella confluens 1,56 5,21

Rhodophytas Curdiea racovitzae 1,86 6,20

Iridaea cordata 2,96 9,85

A faixa de concentracdo utilizada para a obtencdo dos parametros de meérito
assim como para a analises das amostras foi de 0,1 a 0,5 pg L™ de Se obtendo-se valores
de correlagdo linear maior que 0,99. A precisdo foi avaliada através dos resultados de
desvio padrdo relativo (RSD, do inglés Relative Standard Deviation). A avaliacdo da
exatiddo foi realizada através da analise do material de referéncia certificado Peach
Leaves (NIST 1547) onde a concentracio certificada para Se é de 0,12 pg g™ e a
quantificada pela método proposto foi de 0,13 + 0,004 pg g*. Isso comprova que 0
método desenvolvido € exato devido a recuperacdo obtida de 111% e também foi

preciso, pois os valores de RSD obtidos na anélise do CRM formam menores que 3%.

5.5 Avaliacdo da influéncia dos interferentes

Com o intuito de avaliar a influéncia de outros elementos que possam ser
encontrados nas amostras em estudo e que possam interferir na resposta voltamétrica do
Se, escolheram-se Fe, Zn, Mn, Cr, Sn, As, Cd, Cu, Sb, Ni, Ba, Al e V. A escolha da
avaliacdo destes compostos supracitados se justifica uma vez que Zuman e Somer

(2000) relatam que a determinacdo de Se é afetada pela presenca de metais gerando
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picos sobrepostos (ZUMAN; SOMER, 2000). Adicionalmente, Farias et al., (2002)
investigaram 11 espécies de algas da Antartica com objetivo de verificar a capacidade
dessas espécies em acumular em seus tecidos elementos tais como As, Cd, Co, Cr, Cu,
Fe, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, Sr, V e Zn (FARIAS et al., 2002). Para essa avalia¢ao realizou-
se as andlises voltamétricas isoladamente de cada um dos compostos e a concentracéo
utilizada de 125 pg L™ (50 vezes superior & faixa linear de Se utilizada). Dentre os
metais avaliados, nenhum apresentou resposta voltamétrica na faixa de trabalho do Se.

Sendo assim, os metais avaliados ndo interferem nesse estudo.
5.6 Determinacéo de Se por SWV em macroalgas

Apo0s a otimizacdo e validagdo do método proposto, 0 mesmo foi aplicado para
as amostras de macroalga Phaeophytas e Rhodophytas da Antartica. As determinacdes
de Se foram realizadas como descrito no (item 4.6) e os voltamogramas obtidos para

ambas macroalgas estdo demonstrados na Figura 16.

Figura 16 - Voltamogramas obtidos por SWV para as macroalgas Phaeophytas (A-
Adenocystis utricularis, B- Cystosphaera jacquinotii, C- Ascoseira mirabilis, D-
Desmarestia anceps e E- Himantothallus grandifolius) e Rhodophytas (F- Georgiella
confluens, G- Curdi Curdiea racovitzae, H- Iridaea cordata). Condi¢6es experimentais:
20 mL de eletrélito (HCI 100 mM e 140 pM de Cu®*) Eqp = -04 V, Ei = -0,4 V,
Er=-0,8V, teep = 420 s, f = 60 Hz, Amp = 0,08 V. Curva = a-e de 0,1a 0,5 ug L™ de
Se.
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Como se pode observar por meio dos voltamogramas o perfil voltamétrico de Se
€ gaussiano e as diferencas de incremento de correntes sdo proporcionais entre amostra

e as adicBes do padréo. Os valores de Se quantificados por SWV estdo demonstrados na
Tabela 6.
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Tabela 6 - Valores de Se quantificados nas macroalgas Phaeophytas e Rhodophytas por
SWV apds mineralizacdo por MAD

Classificacio Macroalga Concentragéo de Se (mg kg™)
Adenocystis utricularis 0,54 + 0,05™
Cystosphaera jacquinotii 0,23 + 0,02
Phaeophytas Ascoseira mirabilis 1,22 +0,16°
Desmarestia anceps 0,28 + 0,02%
Himantothallus grandifolius 1,13 £0,12°
Georgiella confluens 0,24 + 0,02
Rhodophytas Curdiea racovitzae 1,00 +0,18°
Iridaea cordata 0,63 + 0,12
n=3

TestTukey p<0,05-95%
* letras iguais ndao apresentam diferencas significativas

Com os dados descritos na Tabela 6 € possivel observar que o desvio padrao
obtidos para as macroalgas Phaeophytas e Rhodophytas foram baixos (SD de 0,02 a
0,18 e RSD de 8 a 19%) e estes valores estdo dentro dos limites estabelecidos como
aceitaveis (RSD menores que 20%) (INMETRO, 2011). De maneira geral pode-se
observar que os niveis de concentracdo determinados nas macroalgas analisadas
variaram entre 0,23 e 1,22 mg kg™. Acredita-se que essas diferencas de concentragdo
entre as espécies, podem ser atribuida a diferentes fatores como a espécie da macroalga,
tamanho, cor, forma e local onde habitam tendo a influéncia direta da turbidez da agua,
luz e temperatura (FARIAS et al., 2002; VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004). Além
disso, as macroalgas podem estar em um ambiente onde haja escassez de nutrientes
como o Se, 0 que acarretara uma menor absor¢do deste nutriente nos tecidos algais.

Farias et al., (2002) quantificaram Se em amostras de macroalgas, utilizando
MAD com determinacdo por ICP-OES. Essas amostras foram coletadas na ilha de King
George sendo 6 pardas (Ascoseira mirabilis, Desmarestia anceps, Adenocystis

utricularis, Desmarestia antarctica, Himantothallus grandifolius, Phaeurus antarcticus)
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e 5 vermelhas (Palmaria decipiens, Monostroma hariotti, Iridaea cordata, Georgiella
confluens, Myriogramme mangini). Dentre estas, 6,55 e 1,54 ug g de Se foi
quantificado apenas nas macroalgas vermelhas Monostroma hariotti e Palmaria
decipiens, respectivamente (FARIAS et al., 2002).

Viitak e Volynsky (2006) quantificaram Se por GF AAS (mineralizagido por
MAD) nas macroalgas vermelhas Fucus vesiculosus e Furcellaria lumbricalis, coletada
em diferentes locais da regido costeira Estoniana do mar Baltico e as concentracfes
variaram de 0,014 a 0,43 pg g™ com RSD de 2,3 a 21% (VIITAK; VOLYNSKY, 2006).
Cabe salientar que os valores quantificados de Se pelo método voltamétrico proposto
por nés para a macroalga vermelha Georgiella confluens (0,24 mg kg™) foi semelhante
ao quantificado pelos autores na Furcellaria lumbricalis (0,22 ug g™).

Cabrita et al., (2016) investigaram 15 especies de algas coletadas da costa
central e norte em Portugual, sendo elas 3 verdes (Codium adhaeren, Codium
vermilara, Ulva sp.), 10 pardas (Bifurcaria bifurcata, Cystoseira usneoides, Fucus
giryi, Fucus serratus, Fucus spiralis, Laminaria ochroleuca, Pelvetia canaliculata,
Saccharina latissima, Sargassum muticum, Sargassum vulgare) e 2 vermelhas
(Gigartina sp., Gracilaria vermiculophylla). Selénio foi determinado por ICP-MS apds
mineralizacdo por MAD e as concentracdes de Se variaram de 0,71 mg kg™ para a
macroalga Bifurcaria bifurcata a 2,66 mg kg™ para a macroalga Codium adhaerens com
valores de RSD de 6 a 49%. Ja macroalgas pardas Fucus serratus e Sargassum muticum
apresentaram concentracdes de Se de 1,21 e 1,01 mg kg™, respectivamente (CABRITA
et al., 2016). Esses valores estdo muito proximos aos quantificados por nos para a
macroalga parda Ascoseira mirabilis (1,22 mg kg™?).

Tuzen et al., (2009) quantificaram Se empregando MAD como preparo de
amostra com determinacdo por GF AAS em 10 espécies de algas coletadas em
diferentes locais da costa da Turquia. Dentre estas, 6 sdo vermelhas (Porphyra
umbilicalis, Ceramium rubru, Antithamnion cruciatum, Gelidium latifolium,
Phyllophora nervosa, Corallina elongate), 2 sdo verdes (Ulva lactuca and
Enteromorpha intestinalis) e 2 sdo pardas (Padina pavonica and Cystoseira barbata).
Nas algas vermelhas da regido Rize (Porphyra umbilicalis, Ceramium rubru e

Antithamnion cruciatum) a concentragdo de Se foi 134, 25 e 42 ug g™, respectivamente.
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J& as concentrac@es de Se nestas espécies de algas coletadas na regido Trabzon foram de
11, 12 e 30 pg g, respectivamente e da regido Sinop foram de 20, 16 e 247 ug g™,
respectivamente (TUZEN et al., 2009). Com esses resultados pode-se observar que a
mesma espécie de alga pode apresentar diferentes concentragdes de Se e acredita-se que
iSs0 possa ter relacdo com os locais de cultivo das mesmas.

As algas vermelhas Gelidium latifolium, Phyllophora nervosa e Corallina
elongat analisadas por Tuzen et al., (2009) e coletadas da regido Sinop apresentaram
concentracdo de Se de 38, 26 e 16 pg g™, respectivamente. J& nas algas verdes Ulva
lactuca e Enteromorpha intestinalis da regido Rize, a concentragdo de Se quantificada
foi de 354 e 694 g g™, respectivamente, e as da regido Trabzon foi de 162 e 33 ug g™e
para a regido de Sinop foi de 29 e 17 ug g™, respectivamente. J& para as algas pardas
Padina pavonica, Cystoseira barbata a concentracdo de Se quantificada foi de 30 e 91
ug g™, respectivamente. (TUZEN et al., 2009).

Liu et al., (1987) determinaram Se em 8 espécies de algas verdes, vermelhas e
pardas coletadas da costa da China, por CSV. As concentracdes de Se quantificadas
variaram de 0,09 a 0,61 pg g (LIU et al., 1987). Cabe salientar que essas
concentracbes estdo proximas as quantificadas pelo método voltamétrico por nos
proposto.

Como se pode observar diante dos dados descritos, ha uma grande variabilidade
nas concentracBes quantificadas de Se. Acredita-se que diferentes fatores como
turbidez, disponibilidade de nutrientes, luz, salinidade, temperatura, podem alterar as
taxas de crescimento desses organismos, além de dificultar a comparacdo entre 0s niveis

da concentracdo da espécie de interesse nas diferentes espécies avaliadas.

5.7 Determinacédo da Atividade Antioxidante

No organismo as enzimas antioxidantes desempenham um papel protetor no
combate a radicais livres e isso pode ser potencializado pela ingestdo de compostos com
carater antioxidante através da dieta (WELLS et al., 2017). Uma vez que as macroalgas
tém sido utilizadas na industria nutracéutica realizou-se a determinacdo da atividade

antioxidante nas amostras em estudo e os resultados estdo demonstrados na Tabela 7.
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Tabela 7- Valores quantificados de atividade antioxidante para as macroalgas
Rhodophytas e Phaeophytas pelo método DPPH

Macroalga Nome de alga Atividade antioxidante (%o)
Adenocystis utricularis 49
Cystosphaera jacquinotii 36
Phaeophytas Ascoseira mirabilis 26
Desmarestia anceps 22
Himantothallus grandifolius 26
Georgiella confluens 34
Rhodophytas Curdiea racovitzae 8
Iridaea cordata 7

Conforme os resultados obtidos na Tabela 7 € possivel observar que de um modo
geral as macroalgas Phaeophytas apresentam maior atividade antioxidante que as
Rhodophytas. A macroalga vermelha Georgiella confluens e as macroalgas pardas
Adenocystis utricularis, Cystosphaera jacquinotii, Ascoseira mirabilis, Desmarestia
anceps e Himantothallus grandifolius foram mais ativas frente ao método DPPH com
valores de 34, 49, 36, 26, 22 e 26 %, respectivamente. As macroalgas vermelhas
Curdiea racovitzae e Iridaea cordata foram menos ativas frente ao DPPH apresentando
atividade antioxidante de 8 e 7 %, respectivamente. Esses baixos resultados de atividade
antioxidante quantificadas nessas amostras de algas pode ser devido a baixa
concentracio de substancias capazes de doar H* para o radical DPPH (BRAND-
WILLLIANS et al.,1995). Em acordo com a hipotese descrita acima, acredita-se que
algumas espécies de algas pardas podem possuir em sua estrutura substancias com
carater antioxidante maior do que outras, 0 que as torna mais ativas frente ao ensaio de
atividade antioxidante empregado.

Raymundo et al., (2004) avaliaram o carater antioxidante de quatro espécies de
algas verdes, através da inibicdo da peroxidacdo do acido linoleico. Dentre as espécies

estudadas as algas Enteromorpha intestinalis e Chaetomorpha anteninna foram mais
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ativas sobre a peroxidacdo lipidica com porcentagens de inibicdo acima de 70%
(RAYMUNDO et al., 2004).

Matsukawa et al., (1997) investigaram o efeito da atividade antioxidante de
extratos aquosos e etanolicos de 17 espécies de algas, sendo elas 11 pardas (Colpomenia
bullosa, Desmarestia ligulate, Eisenia bicyclis, Hizikia fusiformis, Laminaria religiosa,
Sargassum horneri, Sargassum macrocarpum, Sargassum siliquastrum, Sargassum
thunbergii, Scytosiphon lomentaria, Spatoglossum pacificum), 1 verde (Enteromorpha
linza) e 5 vermelha (Ahnfeltiopsis paradoxa, Chondrus giganteus, Grateloupia elliptica,
Mazzaella japonica e Porphyra sp), através do método DPPH. Dentre estas, 0s extratos
aquosos das algas verdes, vermelhas e pardas, exceto as pardas da espécie Sargassum
apresentaram baixa atividade antioxidante frente ao DPPH. No entanto os extratos
etanolicos das algas verdes e vermelhas mostraram-se ativas frente ao DPPH. Desta
forma, os autores concluiram que o0s extratos aquosos e etanolicos de todas espécies
pardas da espécie Sargassum foram as mais efetivas frente ao DPPH com porcentagens
de inibicdo acima de 50%. Além disso esta espécies inibiram cerca de 80% da atividade
da enzima lipoxigenase (MATSUKAWA et al., 1997).

Guaratini et al., (2012) avaliaram a capacidade antioxidante das Rodophytas
Gracilaria domingensis e Gracilaria birdiae utilizando o método DPPH. A alga que
apresentou maior atividade antioxidante foi a Gracilaria birdiae que precisou cerca de
0,6 mg mL™ e 0,8 mg mL™ do extrato para inibir 50% do radical DPPH (GUARATINI
et al., (2012).

Adicionalmente, é conhecido que alguns minerais como Fe, Mn, Cu, Zn e Se
atuam como cofatores de enzimas antioxidantes tais como superdxido dismutase,
catalase e peroxidase (WELLS et al., 2017; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). Dentre
esses minerais Se € conhecido por apresentar propriedade antioxidante (WELLS et al.,
2017) e devido a isso avaliou-se a correlacdo da concentracdo de Se nas amostras e suas

respectivas atividades antioxidantes (Figura 17).
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Figura 17- Correlacdo entre atividade antioxidante das macroalgas e a concentragéo de

Se quantificada por SWV.
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Conforme demonstrado na Figura 17 de um modo geral é possivel verificar
baixa correlagdo da concentracdo de Se e atividade antioxidante nas macroalgas em
estudo. 1sso pode ser notado, por exemplo na macroalga parda Ascoseira mirabilis que
apresentou elevada concentracdo de Se (1,22 mg kg™), entretanto baixa atividade
antioxidante (26%) quando comparada da Cystosphera jacquinotti cuja concentracao de
Se foi de 0,23 mg kg™ e apresentou 36% de atividade antioxidante. J& a macroalga
parda Adenocystis utricularis apresentou valores intermediario de atividade antioxidante
(49%) assim como de concentracdo de Se (0,54 mg kg™ ).

Outra informacdo que deve-se ser ressaltada na Figura 17 € a presenca de duas
regibes (cluster) onde percebe-se uma correlacdo entre a atividade antioxidante e a

concentracdo de Se. Essas regides estdo demonstradas na Figura 18 A e B.
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Figura 18 - Correlagbes entre atividade antioxidante e concentragdo de Se em (A)
Curdiea racovitzae, Himantothallus grandifolius, Ascoseira mirabilis, Iridaea cordata e
(B) Desmarestia anceps, Adenocystis utricularis, Cystosphaera jacquinotii e Georgiella

confluens.
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O cluster na Figura 18 (A) onde encontra-se as macroalgas Curdiea racovitzae
(vermelha), Himantothallus grandifolius (parda), Ascoseira mirabilis (parda) e Iridaea
cordata (vermelha) observa-se de uma forma em geral que quanto maior a concentracéo
de Se, maior a atividade antioxidante e que os resultados séo correlacionaveis uma vez
que apresentam um coeficiente de correlacdo de 0,837. O mesmo comportamento pode
ser observado no cluster demonstrado na Figura 18 (B) onde hd a presenca das
macroalgas Desmarestia anceps (parda), Adenocystis utricularis (parda), Cystosphaera
jacquinotii (parda) e Georgiella confluens (vermelha) onde o coeficiente de correlacao
obtido foi de 0,891. A maior atividade antioxidante de algumas espécies pode ser
atribuido ao fato de que possivelmente estas algas possuem em sua estrutura diferentes
grupos funcionais que possibilita maior adsor¢cdo de nutrientes (MEERAVALLI;
KUMAR, 2000), alem de substancias bioativas como polifendis e carotendides e que
talvez a presenca dessas substancias bioativas possam ter contribuido na potencializacdo
da atividade antioxidante (CHANDINI et al., 2008).

Outra informacdo verificada por meio dos resultados obtidos na avaliacdo da
atividade antioxidante foi a correlagdo da concentracdo de Se e a atividade das espécies

coletadas de mesmos locais de coleta, conforme demonstrado na Tabela 8.
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Tabela 8- Quantificacdo de Se nas amostras e as atividades antioxidantes das espécies de mesma classificacdo e de mesmo local de

coleta

Locais de Coleta Macroalga Concentracdo de Se (mg kg™') Atividade antioxidante (%)

Curdiea racovitzae (vermelha) 1,22 8

Ilha de Livingston, Ascoseira mirabilis (parda) 1,0 26

Punta Hannah Desmarestia anceps (parda) 0,28 34

Cystosphaera jacquinotii (parda) 0,23 36

Ilha Half Moon Himantothallus grandifolius (parda) 1,13 22

Adenocystis utricularis (parda) 0,54 49

Ilha de Robert Georgiella confluens (vermelha) 0,24 26

L9



De modo geral, percebe-se na Tabela 8 que espécies de mesma classificacdo
coletadas do mesmo local apresentaram diferencas na correlacdo da concentragéo de Se
com a atividade antioxidante. Dentre as amostras coletadas na ilha de Livingston, Punta
Hannah pode-se observar que Ascoseira mirabilis e Curdiea racovitzae apresentaram
concentracBes semelhantes de Se (1,22 e 1,0 mg kg™, respectivamente), porém a
Curdiea racovitzae apresentou valor de atividade antioxidante inferior (8%) a Ascoseira
mirabilis (26%). Em contrapartida, Desmarestia anceps apresentou a maior atividade
antioxidante (34%) dentre estas macroalgas e o menor valor de concentragdo de Se
(0,28 mg kg™).

O mesmo ocorreu para as macroalgas Cystosphaera jacquinotii e a
Himantothallus grandifolius que foram coletadas da ilha Half Moon. Percebe-se que a
Cystosphaera jacquinotii apresentou menor concentracdo de Se (0,23 mg kg™),
entretanto maior atividade antioxidante (36%), quando comparada com a
Himantothallus grandifolius cuja atividade antioxidante foi de 22%, porem a
concentracdo de Se foi maior (1,13 mg kg™). Em contrapartida, as macroalgas coletadas
da ilha de Robert Adenocystis utricularis e a Georgiella confluens apresentaram uma
correlacdo direta entre a concentracdo de Se e atividade antioxidante. A Adenocystis
utricularis apresentou maior concentracdo de Se (0,54 mg kg™) e maior atividade
antioxidante (49%) quando comparada com a Georgiella confluens cuja concentracédo
de Se e atividade antioxidantes foram menores (0,24 mg kg™ e 26%, respectivamente).

De modo geral é possivel constatar que as amostras avaliadas possuem uma
fonte potente de um composto com carater antioxidante, 0 Se, mas que a concentracao
do composto depende de diversos fatores ja expostos e ndo necessariamente tem relacdo

com a atividade antioxidante da macroalga.
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6. CONCLUSAO

Apo6s a realizacdo deste trabalho conclui-se que com a utilizacdo do método
proposto é possivel realizar a determinacdo voltamétrica de Se em macroalgas apds a
mineralizagdo por MAD de forma exata e precisa. O uso da MAD mostrou-se eficaz, na
mineralizacdo das macroalgas em estudo uma vez que, ambas macroalgas Phaeophytas
e Rhodophytas apresentaram EM que variaram de médios a baixos, exceto para a
macroalga Iridaea cordata que apresentou EM alto. Desta forma o método descrito
neste trabalho é considerado adequado para a determinacdo de Se em macroalgas da
Antéartica, uma vez que é considerado sensivel e de baixo custo, (quando comparado
com as tecnicas espectrométricas convencionalmente utilizadas). Além disso, a exatidao
do método proposto foi comprovada por meio da andlise do material de referéncia
certificado apresentando recuperacdo de 111%. Awvaliando-se a correlacdo entre
atividade antioxidante e concentracdo de Se nas amostras, € possivel inferir que apesar
das amostras apresentarem uma fonte potente de um composto com carater antioxidante
(Se) a atividade antioxidante pode depender de outros fatores. Sendo assim, este tipo de
amostra pode ser de grande valia para a industria farmacéutica e na area nutricional

devido aos efeitos benéficos que estes compostos causam aos organismos humanos.
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