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Resumo

As deficiéncias nutricionais resultantes da auséncia de micronutrientes, como o ferro (Fe) e o
zinco (Zn), essenciais para o crescimento e desenvolvimento humano sao responsaveis por um profundo
impacto no sistema imunitario da populacao mundial. No entanto, os problemas da m4 nutrigao nao
se restringem apenas a satde afetando, também, a economia global. A biofortificacao revela-se como
uma possivel solugao para minimizar os défices nutricionais existentes atualmente. Esta estratégia
consiste no melhoramento nutricional das culturas agricolas através, por exemplo, da aplicacao de

fertilizantes com micronutrientes essenciais, sem comprometer a produtividade dessas culturas.

Neste trabalho pretendeu-se avaliar a eficicia da biofortificagao aplicada em duas espécies de
graos de trigo utilizando uma metodologia analitica denominada micro espetroscopia de fluorescéncia
de raios-X (u-EDXRF). Baseada na emissao de raios-X caracteristicos, esta técnica foi utilizada para

mapear e quantificar os elementos presentes nos graos de trigo.

Através dos mapas de distribuigdo espacial dos elementos, foi possivel verificar que, inde-
pendentemente da espécie do grao de trigo biofortificada, os macro e micronutrientes localizam-se,
essencialmente, no embrido e nas diversas camadas que constituem a parte exterior do gréo (farelo).
Esta localizagio dos nutrientes no grao permitird a obtencao de farinha (no caso do trigo mole) ou

semolina (no caso do trigo duro), ambas integrais, destinadas ao consumo humano.

Com base nos dados quantitativos obtidos através da técnica de espectrofotometria de absorgao
atémica (AAS), foi possivel observar que, entre os diferentes tratamentos de adubagao aplicados sobre
a espécie de Triticum durum Desf. cv Marialva (trigo duro), o tratamento correspondente a adicao
de 30 mL de uma solugao nutritiva completa revelou-se o mais eficaz no processo da biofortificagao
dos graos de trigo, registando uma acumulacao significativa de nutrientes e uma elevada produgao de

biomassa.

Neste trabalho foi, também, investigada a possibilidade de se utilizar o eucalipto como agente
de limpeza de terrenos contaminados com arsénio (As). No entanto, os dados preliminares obtidos
permitem-nos concluir que a técnica de pu-EDXRF nao é a mais indicada para realizar este tipo de

investigacao.

Palavras chave: Nutrientes, Deficiéncias nutricionais, Biofortificacao, Graos de trigo, uy-EDXRF,

AAS, Eucalipto, Contaminagao






Abstract

Nutritional deficiencies resultant from the absence of micronutrients, such as iron (Fe) and
zinc (Zn), essential for the grown and development of the human being, are responsible for a profound
impact on the immune system of the worldwide population. Although, malnutrition problems are not
only related to health, affecting also the global economy. The biofortification unravels as a possible
solution to minimize the existing nutritional problems. This strategy consists on the nutritional
enhancement of agricultural crops through the application of fertilizers with essential micronutrients,

without compromising the productivity of this crops.

The objective of this work was to evaluate the efficiency of biofortification applied to two wheat
grain species, utilizing for that an analytical methodology denominated micro energy dispersive X-ray
fluorescence (u-EDXRF). Based on the emission characteristic X-rays, this technique was used to map

and quantify the elements present in wheat grains.

Through the elements special distribution maps, it was possible to verify that, independently
from the biofortified wheat grain specie, the macro and micronutrients are located essentially, at the
embryo and in the many layers that constitute the outer part of the grain (bran). The grain nutrients
localization will allow to obtain flour (in the case of the soft wheat) or semolina (in the case of durum

wheat), both whole, for human consumption.

Based on the quantified data obtained by using the technique of atomic absorption spectro-
metry (AAS), it was possible to see that, between the different fertilization treatments applied on
the specie of Triticum durum Desf. cv Marialva (durum wheat), the treatment corresponding to the
addition of 30 mL of a complete nutritive solution as shown more effective in the wheat grains biofor-

tification process, registering a significant accumulation of nutrients and an high biomass production.

In this work it was also investigated the possibility of using eucalyptus as a cleaning agent for
soils contaminated with arsenic (As). Although, the obtained preliminary data allow us to conclude

that this u-EDXRF technique may not be the most indicated to accomplish this type of investigation.

Keywords: Nutrients, Nutritional deficiencies, Biofortification, Wheat grains, u-EDXRF,
AAS, Eucalyptus, Contamination
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Capitulo 1

Introducao

As deficiéncias nutricionais, resultantes da auséncia de micronutrientes essenciais, sdo res-
ponsédveis por um profundo impacto no sistema imunitario das populagoes, constituindo assim um
problema de satde ptblica a nivel mundial com graves consequéncias para a economia global. As
populacoes mais afetadas por este problema encontram-se, essencialmente, nos paises em desenvolvi-
mento, sendo os recém-nascidos, as criancas e as mulheres gravidas ou em periodo de amamentagao

os grupos mais vulnerdveis ao défice de micronutrientes.

Os micronutrientes como o ferro, o zinco, o acido félico, a vitamina A, entre outros, apre-
sentam esta designacdo uma vez que sdo, apenas, necessarios em quantidades diminutas (menores ou
iguais a 18 mg/dia) [1]. Quando ingeridos em quantidades suficientes, embora reduzidas, permitem
que o organismo produza enzimas, hormonas e outras substancias essenciais para um crescimento e
desenvolvimento adequado. Os micronutrientes podem ser encontrados, naturalmente, numa varie-
dade de alimentos de origem animal ou em frutas e vegetais. No entanto, ja é possivel sintetiza-los
em laboratério [2]. A ingestdo adequada destes micronutrientes, conseguida através de uma dieta

diversificada, pode distinguir uma vida saudavel e produtiva de uma vida repleta de doencas.

De forma a solucionar estas deficiéncias nutricionais, tornou-se necessério recorrer a determi-
nadas praticas que permitem aumentar a quantidade de micronutrientes em alimentos de primeira
necessidade, como é o caso do trigo, um dos cereais mais consumidos a nivel mundial e com uma
elevada importancia uma vez que se trata de uma fonte de energia, proteina e fibra dietética [3].
Desta forma, entre as varias estratégias existentes atualmente para minimizar os défices nutricionais,
a biofortificacdo revela-se como uma possivel solugao. Esta estratégia consiste no melhoramento nu-
tricional das culturas agricolas através, por exemplo, da aplicacao de fertilizantes constituidos por
micronutrientes essenciais, sem comprometer a produtividade dessas culturas. Ao contrario das res-
tantes intervengoes nutricionais, como é o caso da suplementacao ou da fortificagao, esta caracteriza-se

por ser uma pratica mais sustentdvel e menos dispendiosa [4].

O objetivo deste trabalho é o de efetuar andlises elementais de forma a observar a distribuigao
dos macro e micronutrientes em graos de trigo, bem como, proceder a sua quantificagcao antes e depois
da biofortificagao. Para tal, e de forma a avaliar a eficdcia desta intervengao nutricional, foi utilizada
uma metodologia analitica designada micro espetroscopia de fluorescéncia de raios-X dispersiva em

energia (u - EDXRF, do inglés “Micro Energy Dispersive X-Ray Fluorescence”). Esta técnica,
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baseada na emissao de raios-X caracteristicos, permite obter informacao qualitativa e quantitativa
dos elementos (com Z > 11) presentes na amostra em estudo. Trata-se, assim, de uma alternativa a
outras técnicas, como é o caso da espetrofotometria de absor¢ao atémica (AAS - Atomic Absorption
Spectrometry), utilizada nos dias de hoje devido aos seus baixos custos e & sua seletividade. No
entanto, a AAS trata-se de uma técnica que nao permite uma andlise multielementar em simultaneo.
E ainda, objetivo deste trabalho investigar a transferéncia solo-planta dos macro e micronutrientes,
bem como, a eficicia deste tipo de intervencgao nutricional na producao de férmulas infantis ou de

determinados alimentos destinados a um grupo especifico da populagao.

A migracao de elementos t6xicos, como é o caso do arsénio (As), do solo para a planta, mais
concretamente para o eucalipto é, também, um tema investigado neste trabalho, com o objectivo de
avaliar o potencial desta espécie na “limpeza” de solos contaminados com este tipo de metal pesado.
Para tal, recorreu-se a técnica de u-EDXRF, sendo que os resultados obtidos sao, ainda, bastante

preliminares.

Esta dissertagao estd dividida em sete capitulos. O capitulo I apresenta algumas defini¢oes
essenciais, uma breve introdugao sobre o problema em estudo e os objetivos principais do trabalho
desenvolvido. O capitulo II corresponde a contextualizagao do problema, dando particular destaque
a deficiéncia de micronutrientes como o ferro (Fe) e o zinco (Zn) e as possiveis solugoes para eliminar
o problema em causa. Sao, ainda, abordados alguns aspectos caracteristicos associados aos graos de
trigo. No capitulo III sdo abordados os conceitos tedricos, assim como, os principios fisicos subjacentes
a técnica de espetroscopia de raios-X, dando particular atencao a espetroscopia de fluorescéncia de
raios-X. O capitulo IV contém a descricao do procedimento experimental, nomeadamente, o modo de
implementagao e preparagao das amostras bioldgicas, a explicagao do método aplicado para minorar os
erros associados a técnica de - EDXRF e, ainda, a analise da exatidao do método analitico utilizado
neste trabalho. No capitulo V sao apresentados e discutidos os resultados obtidos através das técnicas
de pu - EDXRF e espetrofotometria de absorgao atémica (AAS - Atomic Absorption Spectrometry),
por via humida. O capitulo VI contém as informagoes relevantes do estudo preliminar do eucalipto
na limpeza de solos contaminados com As. Por fim, no capitulo VII sao apresentadas as conclusoes

de todo o trabalho desenvolvido.

Paralelamente a execucao deste trabalho e com o objetivo de estabelecer sinergias com um
outro departamento da faculdade e, ao mesmo tempo, desenvolver e aperfeigoar as minhas capacidades
de analise realizou-se, também, o estudo da distribuigao dos macro e micronutrientes em graos de arroz
biofortificados com selénio (Se), assim como, em graos de trigo biofortificados com casca de ovo. Ambos
os estudos foram realizados no ambito de projetos levados a cabo pelo Departamento de Ciéncias da
Terra (DCT) da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa (FCT-UNL).



Capitulo 2

Contextualizacao do Problema

A m3 nutrigao resultante da auséncia de micronutrientes esséncias para o crescimento e de-
senvolvimento humano, constitui um problema de satide ptublica a nivel mundial. No entanto, as po-
pulacoes mais afetadas encontram-se, essencialmente, nos paises em desenvolvimento onde a pobreza
tem sido apontada como uma das principais causas subjacentes a inseguranca alimentar e nutricio-
nal. Conjuntamente, a ignorancia e a falta de informacao acerca da nutricao tém contribuido para o

problema [5, 6].

As estimativas da Organizacao das Nagoes Unidas para a Alimentagao e a Agricultura (FAO -
Food and Agriculture Organization of the United Nations) demostraram que mais de 840 milhdes
de pessoas permanecem numa situagao de “inseguranga alimentar” [5]. Outras estimativas revelaram,
ainda, que mais de 20 milhdes de bebés (ou seja, 15% dos bebés a nivel global) nasceram em 2011 com
um peso abaixo do normal (inferior a 2500 gramas), o que traduz o estado de subnutrigao vivido pela
mae durante o perfodo de gestagao [7]. Contrariamente a este cendrio, 1,6 mil milhoes de adultos em
todo o mundo (de um total de 6,5 mil milhdes de pessoas [8]) sofrem de excesso de peso, sendo que
para 2015 se prevé um aumento deste nimero para os 2,3 mil milhdes de pessoas. Um facto ainda
mais preocupante é a quantidade de criangas, aproximadamente 20 milhoes, com menos de cinco anos

de idade que sofrem de excesso de peso [5].

Embora seja uma situacao que, em primeira analise, aparente ser pouco provavel de ocorrer,
dada a sua contrariedade, a verdade é que a subnutricao e a sobrenutrigao sao possiveis de coexistir
no mesmo grupo populacional ou até mesmo no préprio individuo, como é o caso das pessoas que
sofrem, simultaneamente, de obesidade e anemia. Este fendmeno, denominado por “dupla incidéncia
da m4 nutrigado” (DBM - Double Burden of Malnutrition) [5], é uma realidade de muitos paises em
desenvolvimento, onde a maior parte da populacao nao tem acesso a uma quantidade adequada de
fruta, vegetais, carne e peixe, alimentos onde a presenca de micronutrientes é elevada. Em alternativa

surgem alimentos como o arroz, o pao e a massa, ricos em calorias mas pobres em nutrientes [9].

A Organizacdo Mundial de Satde (OMS) estima que, em todo o mundo, mais de 2 mil milhoes
de pessoas sao afetadas por deficiéncias nutricionais (caréncia de vitamina A, iodo, ferro e zinco). Ape-
sar destas deficiéncias afetarem todas as faixas etarias da populagao, existem grupos mais vulneraveis,

como é o caso dos recém-nascidos, criangas e mulheres gravidas e/ou em periodo de amamentagao [6].

Para além das multiplas complicagoes ao nivel da satde, a débil nutricao de micronutrientes
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tem um impacto significativo na economia. A Micronutrient Initiative e o World Bank estimam que
os paises mais afetados pelo défice de micronutrientes podem perder entre 2% a 3% do seu Produto

Interno Bruto (PIB), por ano, devido a esta insuficiéncia [2].

De acordo com o relatério de 2008 sobre a Criacao de Valor Partilhado apresentado pela
empresa da Nestlé, “os custos da m& nutricao para a saide excedem atualmente os da obesidade.”
Isto ocorre pois as consequéncias subjacentes ao estado de ma nutrigao, nomeadamente a debilitacao

fisica das pessoas com idades avangadas, conduzem a um aumento no nimero de quedas e fraturas

[5]-

2.1 A Situagao em Portugal

A Direcao-Geral da Satde (DGS), entidade responsével pela regulamentacdo, orientagio e
coordenagio das atividades de promogao da satide e prevencao da doenga [10], aprovou em 2012 o
Programa Nacional para a Promogao da Alimentacao Sauddvel (PNPAS) com o objetivo de melhorar
o estado nutricional da populacao portuguesa, sendo este parametro potenciador de impactos diretos
nao s6 na prevencao, como também, no controlo das doencas com maior incidéncia a nivel nacional

(doengas cardiovasculares, oncoldgicas, diabetes e obesidade) [11].

Com base no relatério da DGS [11], é possivel verificar que uma parte significativa do consumo
alimentar da populacao portuguesa recai sobre os cereais e produtos a base de cereais, ocupando a
segunda posi¢cao no que diz respeito as despesas das familias em produtos alimentares, logo a seguir
ao consumo de carne e derivados. Desta forma, sendo os cereais produtos alimentares consumidos

regularmente e em quantidades considerdveis tornam-se, assim, excelentes veiculos de fortificagao.

Os atuais precos dos produtos alimentares, aliados aos baixos rendimentos auferidos pela
populagao portuguesa resultam numa reducgao do poder de compra, sendo a classe com rendimentos
mais baixos a principal afetada. Esta é apenas uma, entre varias, razoes pelas quais se verifica
a existéncia de inseguranca alimentar entre a populagao. Outra causa apontada para a falta de
alimentos é a dificuldade no acesso aos produtos, causa que, em pleno século XXI com os avangos que
se assistem nas areas das tecnologias, transportes e comunicagoes nao deveria ser tao significativa.
Assim sendo, os canais de distribuicao atualmente existentes no nosso pais deverao ser alvo de revisao

por partes das entidades governamentais e empresariais, com a maior brevidade possivel.

No que diz respeito as caréncias de ferro em Portugal é mencionado na Ref. [12] “O ferro é
um mineral que necessita de recomendagoes em Portugal pela frequéncia da deficiéncia e suas con-

sequéncias.”

2.2 A Deficiéncia de Micronutrientes: Ferro e Zinco

A m3é nutricdo em termos de micronutrientes é originada pela deficiéncia de uma série de
vitaminas e minerais na alimenta¢ao humana, tal como foi referido anteriormente na sec¢ao 2 sendo
esta caréncia a grande responsavel nao sé pelo atraso no desenvolvimento psico-motor das populagoes,
como também, pelo elevado nimero de mulheres e criancas mortas por ano. No entanto, as caréncias

de ferro e zinco sdo as que se encontram mais significativamente associadas as estas situagoes [12].
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2.2.1 Ferro

O ferro (Fe) é um elemento essencial para a vida humana, estando presente em todas as células
de um organismo vivo. A sua elevada importancia esta relacionada com a participagao deste elemento
em processos altamente complexos, como é o caso do transporte, do armazenamento e da utilizacao
do oxigénio por parte do organismo. Desta forma, cerca de 70% do ferro existente no corpo humano
encontra-se presente nos glébulos vermelhos do sangue e nas células musculares. No entanto, pode

também estar presente em proteinas e enzimas [13].

Com uma elevada importancia no sistema imunitario das populagoes, com particular destaque
para os recém-nascidos, criangas e mulheres, este elemento tem sido alvo de estudo a nivel da absorcao
alimentar. Um desses estudos [14] foi realizado na India, onde a anemia causada por deficiéncias
de ferro é um problema de saide publica que afeta mais de metade (aproximadamente 56%) das
raparigas adolescentes com idades compreendidas entre os 11 e os 18 anos. Tal ocorréncia deve-se
ao facto das necessidades de ferro, durante o periodo da adolescéncia, aumentarem drasticamente
como resultado do aumento do volume sanguineo, da massa muscular e inicio da menstruagao [15, 16].
Tendo em consideragao a dimensao do problema, o governo da India em parceria com o Fundo das
Nagoes Unidas para a Infancia (UNICEF - The United Nations Children’s Fund) implementaram, no
ano 2000, o Programa de Controlo da Anemia para Raparigas Adolescentes (do inglés, “Adolescent
Girls Anaemia Control Programme”) com o objectivo de reduzir a prevaléncia da anemia entre
as raparigas adolescentes deste pafs. Os resultados obtidos da fase inicial do programa (decorrida
entre 2000 e 2005) demonstraram que cerca de 80% das raparigas adolescentes que participaram
no programa foram beneficiadas. De entre os varios beneficios, observou-se um melhoramento na
capacidade fisica, na concentragao, a existéncia de ciclos menstruais regulares, menos dores abdominais

durante a menstruacao, entre outros [14].

Em média, o valor de referéncia para ingestao de ferro por parte de uma mulher entre os 19
e os 50 anos é de 18 mg/dia diminuido, apds este periodo, para os 8 mg/dia. No caso dos homens,
as quantidades de ferro necessdrias para o organismo sdo inferiores (8 mg/dia). Quanto aos recém-
nascidos a quantidade de Fe adequada é de, apenas, 0,2 mg/dia (0-6 meses) e de 11 mg/dia (6-12
meses). Nas criancas e adolescentes a ingestao recomendada deste elemento varia entre os 9-10 mg/dia
[17].

2.2.2 Zinco

O zinco (Zn) é um elemento bastante importante para a satide humana encontrando-se, tal
como o ferro, em quantidades considerdveis no organismo (cerca de 2 a 3 g), principalmente nos
tecidos musculares, ossos, pancreas e figado [18]. Este mineral faz parte da constitui¢cdo de um grande
nimero de enzimas e estimula a atividade de outras, as quais atuam no crescimento e desenvolvimento
do organismo, no funcionamento do sistema imunolégico e respiratdrio e na reprodugao. Dada a sua
intervengao na sintese do acido desoxirribonucleico (ADN ou DNA - Deozxyribonucleic Acid) e do dcido
ribonucleico (ARN ou RNA - Ribonucleic Acid) torna-se, assim, um elemento de extrema importancia
em processos fisioldgicos como a gravidez e o periodo de crescimento. Revela-se, ainda, importante
no tratamento de problemas de pele, nomeadamente na cicatrizacdo de feridas, sendo o seu carater
terapéutico conhecido desde o século XIX, quando ja se utilizavam cremes constituidos por éxidos de

zinco [13].
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As principais fontes de zinco sao os alimentos de origem animal, como as carnes vermelhas,
ovos e laticinios. As frutas e os vegetais também possuem quantidades consideraveis deste elemento,
no entanto o zinco presente nas proteinas das plantas nao se encontra tao disponivel para ser absorvido

pelo organismo [18].

As quantidades de zinco necessérias por parte do organismo dependem de determinados fatores
como a idade, o género e o estilo de vida. Em média, uma mulher adulta necessita de 8 mg/dia,
enquanto que um homem adulto necessita de 11 mg/dia. As mulheres gravidas e/ou em periodo
de amamentagao tém necessidades de zinco superiores (entre os 11 mg/dia e os 13 mg/dia). Para
os recém-nascidos as quantidades variam entre os 2-3 mg/dia, enquanto que para uma crianca as

quantidades situam-se entre os 3-8 mg/dia [18].

2.3 Possiveis Solucoes para o Problema

Apresentam-se de seguida algumas solucoes que poderao ser tidas em conta de forma a com-

bater a ma nutri¢do de micronutrientes. Essas solugdes incluem [5]:

e Sistemas eficazes que permitam o controlo do setor alimentar, aliados a leis e regulamentos

adequados;

e Programas de intervencao e educagao publica sobre a importancia da nutricao, alimentagao

saudavel e exercicio fisico, com a colaboragao das autoridades governamentais e de saude locais;

e Suplementos alimentares destinados a grupos especificos de alto risco ou a pessoas em si-

tuagao de emergéncia;

e Pratica de uma agricultura sustentdvel com vista a melhorar a eficicia da producao alimen-

tar, quer do ponto de vista quantitativo e qualitativo;
e Fortificagao, distribuicao e comercializagao dos produtos alimentares;

e Biofortificagao dos alimentos consumidos com maior regularidade pela populagao local, dada

a existéncia de diferentes “lacunas” nutricionais nos consumidores de diversos paises.

2.3.1 Fortificagao

Segundo a Comissdao do Codex Alimentarius ! (do latim Cédigo Alimentar [19]): ”Fortificacio
ou enriquecimento consiste na adicao de um ou mais nutrientes essenciais aos alimentos, quer estes
contenham ou nao os nutrientes adicionados, de forma a prevenir ou corrigir a deficiéncia demonstrada

de um ou mais nutrientes na populagao ou em grupos especificos da popula¢ao” [4](tradugao do autor).

A adicao de micronutrientes é um procedimento realizado por parte dos fabricantes de produtos
alimentares de forma a repor o teor de nutrientes que foram perdidos durante os diversos processos
a que estao sujeitos (transformacao, armazenamento e manipulagao) [20]. Desta forma, é aumentado

o valor nutricional dos alimentos sem ser necessario que os consumidores mudem os seus habitos

IDocumento desenvolvido conjuntamente pela Organizacdo das Nacoes Unidas para a Agricultura e a Alimentacio
(FAO) e pela Organizagdo Mundial de Saide (OMS). Consiste num conjunto de regras relativas & seguranga dos
alimentos com o objetivo de proteger a satide dos consumidores e, simultaneamente, garantir praticas corretas no

comércio alimentar.
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de alimentagao ou padroes de compra [21] permitindo, assim, ultrapassar alguns obstdculos que se
encontram associados a outras intervengoes, como € o caso da suplementagao, que representa limitagoes

logisticas e econémicas [6].

De acordo com o artigo 3° do capitulo II da Ref. [20], existem certos requisitos no que diz
respeito as vitaminas e minerais utilizados na fortificacdo dos alimentos. Assim sendo, s6 podem
ser adicionados aos alimentos os nutrientes que figuram na lista presente no apéndice A. Existem,
também, restrigoes nos alimentos que podem ser fortificados com micronutrientes, ficando de fora da
lista de produtos enriquecidos alimentos como a fruta, os vegetais, a carne e o peixe. Bebidas com

um grau alcodlico superior a 1,2% também néo podem ser fortificadas [20].

A fortificacdo dos alimentos é aceite por organizagbes de saiide internacionais e regionais,
como é o caso da OMS, UNICEF e Fundagao Bill & Melinda Gates que aprovam a fortificagdo
como um recurso essencial para melhorar a satde nutricional das populagoes [21]. Os resultados
obtidos pela Internacional Food Information Council’s Food & Health Survey indicam que os
consumidores se mostram recetivos a este método de enriquecimento nutricional, com cerca de um
ter¢o dos consumidores a acreditar que a fortificagdo tem um impacto moderado/excelente na satde,

enquanto um quarto admite que os alimentos fortificados tém um impacto no momento de compra [4].

A eficdcia da fortificagao pode ser vista através de alguns exemplos reais, como é o caso do
Chile, onde a adi¢ao de acido félico a farinha de milho fez aumentar trés a quatro vezes os niveis de

folato no sangue de mulheres em periodo fértil [6].

Apesar de todas as vantagens referidas anteriormente, a fortificacdo dos alimentos caracteriza-
se como uma pratica que requer um investimento de capital considerdvel, operadores com qualificagao
técnica e métodos de andlise suficientemente precisos de forma a garantir uma adi¢do de micronutri-

entes em quantidades corretas e uniformes [4].

2.3.2 Biofortificagao

De acordo com a Ref. [16], 7O termo “Biofortificagao” refere-se a estratégia onde as técnicas
convencionais de melhoramento genético, a engenharia genética e as abordagens agrondmicas, (...)
sdo usadas de forma a melhorar o conteido nutricional e/ou a biodisponibilidade dos nutrientes nas
culturas alimentares”. Neste estudo optou-se pela biofortificagao agrondémica, em vez da biofortificagao

genética, pelo facto da abordagem agrondmica apresentar resultados a curto prazo.

Uma das vantagens associada a biofortificagao estd relacionada com o facto das sementes,
resultantes de culturas alimentares biofortificadas, poderem ser utilizadas durante os anos seguintes a
biofortificagao, pelo que, o investimento inicial resulta em beneficios a curto e médio prazo, sendo os
custos recorrentes baixos [22]. Desta forma, e comparativamente & intervencao referida anteriormente,
podemos concluir que a biofortificacao se trata de uma pratica mais sustentavel e menos dispendiosa
[4].

Resultados provenientes do estudo da concentragao do germoplasma sugerem que o conteido
de ferro e zinco nos alimentos de primeira necessidade pode duplicar através da biofortificacao, me-
lhorando, assim, a saude de todos aqueles cuja ingestao destes micronutrientes se encontra abaixo do

recomendado [22].
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No ambito do programa HarvestPlus? foi realizado um estudo onde foram utilizadas duas
amostras diferentes de graos de trigo, uma biofortificada com zinco (41 pg/g Zn) e a outra nao
biofortificada (23,6 ug/g Zn). Estas amostras foram inseridas, em quantidades iguais, na alimentagao
de vinte e sete mulheres adultas durante dois dias consecutivas. Os resultados revelaram uma maior
absorcao de zinco quando consumidas amostras de trigo biofortificadas, comparativamente ao consumo

de amostras de trigo nao biofortificadas, verificando-se um aumento de 0,5 mg/dia [24].

Foi recentemente disponibilizada uma ferramenta interativa online para todas as partes inte-
ressadas com objetivo de auxiliar as suas decisoes sobre quais os alimentos a biofortificar, de acordo
com as necessidades especificas de uma determinada populacao. Desta forma, surge o Indice de
Prioridade de Biofortificagdo (BPI - Biofortification Priority Index) focado nos trés principais
micronutrientes - ferro, zinco e vitamina A - sendo possivel aos utilizadores selecionar as potenciais
regides para investir. Com o recurso a um sistema de cores, o utilizador tem conhecimento do grau
de prioridade da intervengao. Esta ferramenta, apresentada na figura 2.1, surge no momento em que
a biofortificacao estd a conquistar cada vez mais um reconhecimento por parte das varias entidades
competentes, como sendo uma estratégia vidvel para melhorar o estado nutricional das populagoes
[25].

Biofortification Priority Index 6‘}%"\,

NG IN CF

TIFICATION HarvestPlus

Interactive Country/Crop Map m
1. SELECT A CROP 2. SELECT A REGION 3, SELECT BY PRIORITY

E - = - woc) -

Zinc Wheat

Iron Beans
\iitamin A Cassava
Vitamin A Maize
et

eet Potato

Iren Pearl
Vitamin A
Zinc Whe:
Zinc Rice

PRIORITY LEVEL

| R B e MEDIUM LOW B umemo B rooama

Figura 2.1: Ferramenta interativa online, onde através de um sistema de cores é possivel
conhecer as prioridades relativas a biofortificagdo de determinados alimentados a nivel mundial.
Ferramenta disponivel em http://www.ifpri.org/tools/bpimappingtool. Consultada em: 22-01-
2015

2HarvestPlus é um Programa de Desafios do Grupo de Consultoria em Pesquisa Agricola Internacional (CGIAR -
Consultative Group for International Agricultural Research) que tem como objectivo identificar as regides onde
combinagodes especificas de culturas e nutrientes podem ter um impacto mensuravel na reducao da fome oculta. E um
programa interdisciplinar que envolve institui¢bes académicas e de pesquisa, organizacoes da sociedade civil, governos e

o sector privado, em mais de 40 paises [23].
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Um investimento de USD $75 milhdes (o que corresponde, aproximadamente, a 68 milhdes de
euros) permitiria, durante um ano, a suplementacao de vitamina A para 37,5 milhoes de criangas com
idades pré-escolares no Bangladesh, India e Paquistao. O mesmo investimento aplicado na pratica da
fortificagdo permitiria, durante um ano, que 375 milhoes de pessoas (cerca de 30% da populagdo no
Bangladesh, India e Paquistao) fossem beneficiadas por uma fortificagao em ferro. Por sua vez, no que
diz respeito a biofortificagao, este investimento permitiria nao sé o desenvolvimento, como também a
disseminagao de variedades de arroz e trigo densos em ferro e zinco no sul da Asia, podendo assim
atingir uma populagao efetiva muito mais elevada do que a conseguida com a técnica de fortificagao
[9]. Desta forma, é possivel verificar que a biofortificacao é, entre as vdrias intervengoes nutricionais,

aquele que se revela como sendo a mais eficiente.

2.4 Caracterizacao das Amostras em Estudo

2.4.1 Trigo

O trigo é considerado como um dos cereais mais importantes a nivel mundial, tratando-se
de uma fonte de energia, proteina e fibra dietética. Este cereal, pertencente ao género Triticum,
é constituido por varias espécies agrupadas em trés grupos com diferentes configuragoes: dipldides
(2n), tetrapléides (4n) e hexapléides (6n), resultando numa composi¢do cromossémica de 14, 28 ou 42
cromossomas, respetivamente [26]. A letra n corresponde ao nimero de cromossomas caracteristico

de cada espécie (no caso do trigo, n = 7).

Em fungao do contetido proteico, propriedade que estd associada a dureza do grao de trigo,
e das suas aplicagoes, podemos distinguir duas espécies de trigo, o trigo mole (T'riticum aestivum
L. ssp. Vulgare) e o trigo duro (Triticum turgidum L. Thell. ssp. durum. Dest.). O trigo mole,
constituido por 42 cromossomas, é utilizado, essencialmente, na panificacdo e pastelaria, enquanto
o trigo duro, constituido por 28 cromossomas, é utilizado na producdo de massas alimenticias [27]

consumidas, maioritariamente, na Europa e América do Norte [28].

De acordo com as estatisticas agricolas de 2013, publicadas pelo Instituto Nacional de Es-
tatistica, em Portugal, o trigo mole é cultivado em 44075 hectares com uma producao anual de 78200
toneladas, sendo a regidao do Alentejo aquela onde se verifica uma maior oferta nacional deste cereal,
com uma superficie de 34254 hectares e uma produgao de 62552 toneladas. Em relagao ao trigo duro,
a superficie de cultivo existente em Portugal é significativamente menor quando comparada com a
superficie cultivada de trigo mole, registando um valor de apenas 1422 hectares e uma produgao de
2678 toneladas [29]. O cultivo de trigo duro verifica-se, essencialmente, nas regides como o norte de

Africa, a India, a Europa Mediterranea e o Médio Oriente [28].

A produgao de trigo em Portugal é consideravelmente menor comparativamente com a producao
em paises do norte da Europa, como Franga, Reino Unido e Alemanha [30]. Tal facto verifica-se de-
vido hé existéncia de constrangimentos climéticos que se encontram associados ao clima mediterranico
apresentado por Portugal [31]. Segundo José Coutinho et al. [31] (2014), estes constrangimentos “po-

tenciam a notavel variabilidade na producao e na qualidade dos cereais de ano para ano.”

As propriedades nutricionais do trigo, em particular o teor proteico e o teor de gliten dependem

de diversos factores ambientais, como as propriedades do solo, nomeadamente a sua fertilidade e o seu
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pH, a disponibilidade de dgua e a aplicagao de fertilizantes [28, 32].

2.4.2 Estrutura do grao

O grao de trigo apresenta, geralmente, uma forma oval, com um comprimento entre 5-9 mm
e um peso compreendido entre 35-50 mg [33]. No que diz respeito & estrutura fisica (figura 2.2
e 2.3), é possivel dividir o grdo de trigo em trés partes essenciais: o embrido (também conhecido
como gérmen), o endosperma e o farelo. O embrido, localizado na parte inferior do endosperma, é
constituido, essencialmente, por vitaminas, minerais e protefnas. Esta estrutura representa 2-4% da
massa total do grao de trigo [34]. O endosperma é a maior estrutura do grao, representando 80-85% da
sua massa total. As células desta estrutura tém como funcao fornecer substancias de reserva (proteinas,
amido e componentes minoritarios, lipidos e minerais) destinadas ao desenvolvimento da nova planta
aquando da germinagao do embrido [35]. Na parte mais exterior do grao é possivel encontrar o farelo,
ou seja, um conjunto de véarias camadas cuja fungao consiste na protecao do grao. Esta estrutura é
constituida maioritariamente por fibra, apresentando nas camadas mais internas componentes como
proteinas, minerais e vitaminas [35]. Esta estrutura do grao de trigo representa cerca de 12-18% da

sua massa total [28].

Endosperma

Camada de células da

aleurona
Farelo

Célulastubulares
Espaco Intercelular
Hipoderme

Gemula Epiderme

Embrido - gsoptelg

Radicula

Figura 2.2: Representagao das diversas estruturas fisicas que constituem um grao de trigo
(adapatado da Ref. [36]).

O trigo, tal como muitos outros cereais, é caracterizado pela uniao entre a parede do fruto
(denominada de pericarpo) e a semente, sendo este tipo de fruto designado por cariopse [33]. Esta
caracteristica é especifica das plantas gramineas nas quais é possivel observar um mecanismo distinto
referente a absorcao do ferro, denominado por estratégia de quelagdo, sendo esta considerada como
uma adaptagao aos solos alcalinos [37], onde o elevado pH é responsével pela menor solubilidade deste

elemento [32].
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O processo utilizado pela industria na moagem dos graos de trigo para a obtengao da farinha
(no caso do trigo mole) ou da semolina (no caso do trigo duro) é constituido por quatro etapas princi-
pais. A etapa inicial diz respeito a limpeza dos graos, onde todas as impurezas sao eliminadas de forma
a nao interferirem com a qualidade do produto final. A etapa seguinte refere-se ao condicionamento,
cujo objetivo consiste no alcance de um teor 6timo de humidade por parte do grao, de forma a obter
a maxima extracao de farinha e/ou semolina. As duas etapas finais sdo a moagem e a classificacdo.
O processo da moagem tem inicio com a separacao do endosperma das restantes estruturas do grao
(embrido e pericarpo), estando a fase seguinte associada & sua trituracdo. O embrido é separado
com o objetivo de diminuir o conteudo lipidico diminuindo, assim, a rancidez do produto final ob-
tido. Por outro lado, a separacao das camadas mais externas do grao tem como objetivo melhorar as
caracteristicas como a textura e o sabor e reduzir o contetido em fibra permitindo, assim, refei¢oes
mais leves. Na tultima etapa do processo, os graos de trigo sao classificados com base nos pardametros

tecnoldgicos (indices colorimétricos, teor proteico, rigidez, entre outros) [28].

Embridao

Farelo

Nervura

Endosperma

2000 pm

Figura 2.3: Imagem do mapeamento de um grao de trigo obtida através do espetréometro de
u-EDXRF, onde é possivel observar as principais estruturas (embrido, endosperma e farelo). A

nervura corresponde a juncao do farelo de cada umas das partes do grao.






Capitulo 3

Técnica Experimental

3.1 Producao de Raios-X

Os raios-X foram descobertos pelo fisico alemao Wilhelm Conrad Rontgen no final do século
XIX, apos ter observado a emissao de radiagdo penetrante proveniente de tubos de raios catédicos.
Dada a natureza desconhecida desta radiagdo, Rontgen designou-a de raios-X [13]. Posteriormente,
verificou-se que os raios-X nao sao mais do que radiagao eletromagnética com um comprimento de
onda compreendido entre 0,0lnm e 10nm, o que corresponde no espetro eletromagnético ao intervalo

entre os raios gama e a radiacdo ultravioleta [38].

A produgao de raios-X pode ocorrer através de trés mecanismos distintos: i) desaceleracao de
particulas carregadas de elevada energia (electroes, protoes, particulas alfa), ii) transi¢oes eletrénicas

nas camadas internas dos atomos ou iii) processos de decaimento de fontes radioativas [38].

No primeiro mecanismo, a desaceleracao das particulas carregadas é acompanhada por uma
perda de energia e por uma mudanga de diregao das mesmas devido a influéncia do nticleo pesado do
alvo, resultando na emissao de radiagao denominada de Bremsstrahlung ou radiacao de travagem,
tal como esté ilustrado na figura 3.1. Este tipo de radiacao constitui a componente continua de um

espetro de emissao de raio-X proveniente de um tubo [39].

e Particula carregada
apas deflexdo

Particula *
carregada

Radiacdo de fravagem
(ou bremsstrahiung)

Figura 3.1: Emissao de radiacao de travagem (Bremsstrahlung) como resultado da desace-

leragdo de uma particula carregada de elevada energia (adaptado da Ref. [40]).
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No segundo mecanismo, como resultado da interagao entre um fotao e um eletrao ”ligado”,
observa-se a ionizacao do atomo, passando este a ocupar um estado de maior energia e, consequente-
mente, mais instavel. De forma a recuperar a sua estabilidade, é necessario que a lacuna resultante
da ejecao do eletrao de uma camada interna seja preenchida por outro eletrao proveniente de uma
camada mais externa. A transigao eletrénica é acompanhada pela emissao de um fotao de raios-X
com uma energia bem definida, correspondente & diferenca de energias entre as camadas eletrénicas
envolvidos (cf. figura 3.2) [38]. Este tipo de radia¢do, denominada de fluorescéncia, constitui a com-
ponente discreta do espetro de emissao de raio-X e é carateristica do material envolvido na interagao
[39].

Fot3o
incidente
¥

= Raios-X
caracteristicos

Y e Eletrio
ejetado

Figura 3.2: Emissao de um fotao de raios-X caracteristico resultante da transicao eletrénica
(adaptado da Ref. [40]).

O 1ultimo mecanismo de produgao de raios-X estd relacionado com o decaimento de uma fonte
radioativa. No presente trabalho, apenas os dois primeiros mecanismos de producao de raios-X sao

analisados.

3.2 Processos de Interacao dos Raios-X com a Matéria

Uma das dificuldades da Fisica cldssica consistia na explicagao do efeito fotoelétrico [41]. Com
o objectivo de explicar este processo de interagao da radiagao com a matéria e com base nos estudos da
radiagao de um corpo negro [42], realizados por Max Planck em 1900, Einstein assumiu uma concepgao
corpuscular da luz [41], sendo esta composta por quanta, os fotoes, particulas sem massa nem carga

elétrica e com energias (E) que se relacionam com a frequéncia (v) através da expressao:
E=hv (3.1)
onde h = 6,626 x 1073* J.s é a constante de Planck.

A interacao do feixe de fotoes com os eletroes existentes no meio conduz a uma atenuacao
da intensidade do feixe incidente. Esta atenuagao resulta, essencialmente, da existéncia de processos
como o efeito fotoelétrico e os fenémenos de dispersao (eldstica e ineldstica) [43]. A relac@o entre a

intensidade inicial e final do feixe pode ser descrita pela lei de Lambert-Beer:

I, = Iy x e HP® (3.2)
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onde I, é a intensidade do feixe depois de atravessar um material de espessura z, Iy é a intensidade do
feixe inicial incidente na amostra, p é o coeficiente linear de atenuagao e p é a densidade do material

atenuador.

3.2.1 Efeito Fotoelétrico

O efeito fotoelétrico é o processo fisico no qual um dos eletroes presente numa camada do
atomo (também denominado de fotoeletrao) é ejetado devido & transferéncia de energia de um fotao
para o eletrao ”ligado” do dtomo [13]. A energia do fotdo incidente terd de ser superior & energia de
ligacéo do eletrao (Wy), de forma a que se verifique a ionizagao dos dtomos da amostra. Quando esta

condicao ¢ satisfeita o eletrao é libertado do 4tomo com energia cinética dada por:
E.=hv—-W, (3.3)

Verifica-se, assim, a existéncia de um limiar na energia e nao na intensidade, como afirmava o eletro-

magnetismo cldssico [41].

Depois de ionizado, o sistema pode voltar para um estado de menor energia através da trans-
feréncia de um eletrao, de uma das camada exteriores, para a lacuna criada anteriormente numa ca-
mada interior. Esta transferéncia é acompanhada da emissao de radiagao eletromagnética com energia
equivalente & diferenga de energias das camadas eletronicas envolvidas no processo, tratando-se, assim,
de uma transicao radiativa. Alternativamente, pode ocorrer um rearranjo do cortejo eletrénico, sem
emissao de radiacao eletromagnética mas com a ejecao de outro eletrao do mesmo dtomo, denominado

eletrao de Auger. Neste caso temos uma transi¢ao nao radiativa (ou de Auger) [13].

Em termos de probabilidades, as transigoes radiativas sao mais provaveis para elementos com
Z maior, ao passo que as transi¢oes nao radiativas ocorrem, predominantemente, em elementos leves

(com Z < 40), tal como se pode observar através da figura 3.3 [38].
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Figura 3.3: Probabilidade das transigoes radiativas (azul) e nao radiativas (vemelho) em fungao

do nimero atémico (adaptado da Ref. [44]).
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3.2.2 Fenémenos de Dispersao

A natureza da interacdo de um fotdo com um eletrdo permite-nos distinguir dois tipos de
dispersao: a dispersao de Compton, também conhecida como dispersio ineldstica (figura 3.4) e a
dispersao de Rayleigh ou dispersao eldstica [38]. Na dispersao de Compton, um fotdo interage com
um eletrao cuja energia de ligacao é relativamente pequena quando comparada com a energia do fotao
incidente provocando, nao s6 a deflexao, como também, a ”"perda”de energia do fotao incidente uma
vez que parte da energia inicial é transferida para o eletrao [41]. Apés a interagao, o eletrao adquire
uma energia que corresponde a diferenga entre a energia do fotao incidente e defletido, a qual é ainda

subtraida a sua energia de ligacao.

Tal como é descrito na equagao 3.4, a energia do fotao defletido (hv/) depende da energia do
fotao incidente (hr) e do angulo de deflexao () [13].

hut = hw (3.4)

1+ L
moc?(1 — cos )

O termo moc? corresponde & energia do eletrio em repouso.

Figura 3.4: Tlustragao da dispersdao de Compton (ineldstica) onde um fotdo com energia inicial,
E;, interage com um eletrdo. Desta interacdo resulta um fotdo com energia E; (Ey < E;) e
um eletrdo com energia dada por AE = (E; — Ey) — Wy (adaptado da Ref. [45]).

Ao contrério da dispersdo descrita anteriormente, a dispersao de Rayleigh resulta da interagao
de um fotao com um eletrao “fortemente ligado” do d4tomo, sem variacao de energia, ou seja, a radiagao
absorvida pelo eletrao é re-emitida com a mesma energia da radiagéo incidente [13], permanecendo o
atomo no seu estado fundamental [38]. A dispersdo de Rayleigh verifica-se, maioritariamente, para
baixas energias e elevado nimero atémico (Z), sendo a probabilidade de ocorréncia deste processo
proporcional a Z2, ao passo que a probabilidade da dispersio de Compton depende apenas de Z e,

contrariamente & dispersdo anterior, é favorecida para fotoes de elevada energia [38].

Com base na radiagao carateristica dispersa, os fenémenos de dispersao nao permitem a carac-
terizacao elementar das amostras sendo, no entanto, responsaveis por aumentar a radiacao de fundo

do detetor [38].
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3.3 Espetroscopia de Raios-X

A produgao de um espetro de emissao de raios-X, tal como o apresentado na secc¢ao 3.3.2,
requer uma fonte de excitagdo. Na espetroscopia de raios-X, esta pode ser proveniente de fontes

radioativas, tubos de raios-X ou aceleradores de particulas denominados sincrotdes [38].

3.3.1 Espetroscopia de Fluorescéncia de Raios-X

A espetroscopia de fluorescéncia de raios-X é uma técnica de andlise multielementar a partir
da qual é possivel obter informacdo qualitativa e quantitativa dos elementos (com Z > 11) presentes

na amostra em estudo [38].

As maiores vantagens desta técnica comparativamente aos métodos quimicos (do inglés, “wet
chemistry”) estao relacionadas com o facto das andlises serem simples, niao destrutivas, independentes
da estrutura quimica da amostra, nao utilizarem quimicos nocivos e as amostras em andlise podem
apresentar diversas formas, assim como, diferentes estados fisicos (sélidas, liquidas ou gasosas). A
simplicidade dos espetros obtidos é outra das vantagens que torna esta técnica preferivel aos restantes

métodos de andlise [46].

O principio fisico por detras da técnica de espetroscopia de fluorescéncia de raios-X esta relaci-
onado com o facto de todos os elementos presentes na amostra emitirem radiagdo X (“fluorescéncia”),
com uma energia caracteristica, quando expostos a radiacdo eletromagnética de elevada energia. A
emissao dos fotoes de raios-X resulta da ionizagao das camadas internas dos dtomos presentes na

amostra, sendo esta ionizagao consequéncia da absorgao fotoelétrica, tal como descrito na secgao 3.1.

A energia caracteristica da radiacio X pode ser analisada através de dois métodos espe-
troscépicos. Por um lado temos o método de Fluorescéncia de Raios-X Dispersiva em Energia
(EDXRF), onde a separagao das energias é realizada por um detetor de estado sélido, por outro
lado, temos o método de Fluorescéncia de Raios-X Dispersiva em Comprimento de Onda (WDXRF
- Wavelength Dispersive X-Ray Fluorescence), onde a separagao das energias é realizada por um
cristal (lei de Bragg) [46]. O sistema usado neste trabalho é um espetrémetro de raios-X dispersivo

em energia e, como tal, apenas o primeiro método seréd descrito em detalhe.

Ap6és a ionizacao de uma camada interna, a probabilidade do preenchimento da lacuna presente
numa das camadas eletrénicas (i = K, L, M,...) resultar na emissdo de um fotao de raios-X, ou seja,

numa transi¢ao radiativa é designada por rendimento de fluorescéncia (w;) e é definida por

Pgr

- "R 3.5
Pr + Pyr (8:5)

Wi

onde Ppr corresponde a probabilidade da transicao radiativa e Pyg corresponde & probabilidade da

transi¢ao nao radiativa.

Este rendimento depende nao sé do nimero atémico (Z), mas também da camada onde se
encontra a lacuna [47]. Através da figura 3.5 é possivel observar que o rendimento de fluorescéncia é
menor para os elementos com menor Z, o que explica o facto das técnicas de espetroscopia de raios-X

serem menos sensiveis para elementos mais leves.
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Figura 3.5: Representacdo do rendimento de fluorescéncia (w;) em funcdo do nimero atémico
(Z) e das camadas eletrénicas (i = K, L, M). Tal como se pode verificar, o rendimento de
fluorescéncia aumenta com o numero atémico e diminui a medida que as camadas eletrénicas

se afastam do nticleo do dtomo (adapatdo da Ref. [43]).

Micro Espetroscopia de Fluorescéncia de Raios-X

A espetroscopia convencional de fluorescéncia de raios-X permite, apenas, a andlise de amos-
tras homogéneas com uma drea relativamente grande (20 a 60 mm), contrariamente ao que se verifica
na micro espetroscopia de fluorescéncia de raios-X (u-XRF), que permite nao s6 a andlise de amos-
tras com uma drea mais pequena (na ordem dos 0,025 a 0,100 mm), como também amostras nao

homogéneas e irregulares [47].

Uma das grandes vantagens da técnica de u-XRF estd relacionada com a existéncia de uma
lente de focagem policapilar que, devido a multiplas reflexoes totais, faz com que o feixe de raios-X
seja focado num ponto da amostra com 25 ym de diametro. Desta forma, o reduzido tamanho do
ponto de focagem faz com que a intensidade detetada seja maior para a mesma poténcia do tubo de
raios-X. Outra vantagem associada a esta técnica é a possibilidade das anélises serem realizadas em
ar ou em vacuo. No caso do vacuo, a absorcao da radiagao caracteristica dos elementos pelo ar é
evitada permitindo, assim, a detecao de elementos leves. Tipicamente, o elemento mais leve que pode

ser analisado é o magnésio (Mg) [47].

Apesar das vantagens enunciadas anteriormente, verifica-se que a sensibilidade e os limites de
detecao da técnica de u-XRF sao inferiores comparativamente a técnica de EDXRF com geometria

triaxial, nos intervalos cuja energia é muito baixa ou elevada [47].

Fluorescéncia de Raios-X Dispersiva em Energia

No caso da fluorescéncia de raios-X dispersiva em energia, a radiacao fluorescente é detetada

por um detetor dispersivo em energia do tipo SDD (do inglés, Silicon Drift Detector). Depois de



3.3 Espetroscopia de Raios-X 19

detetada, o detetor em conjunto com um analisador multicanal, procedem a separagao das diferentes

energias da radiagdo caracteristica [48].

Este tipo de detetor (dispersivo em energia) é, assim, capaz de transformar a energia absor-
vida da radiacao fluorescente num sinal elétrico proporcional & energia do fotao de raios-X detetado.
Este sinal é, posteriormente, processado (pré-amplificado e filtrado) e apresentado num espetro que

relaciona a intensidade dos picos com a energia [47].

A resolucdo é uma das caracteristicas mais importantes num detetor dado que uma elevada
resolugao permite ao espetrémetro separar dois picos de energias muito préximas. Esta grandeza é
determinada através da largura a meia altura do pico (FWHM - Full Width at Half Mazimum).
Geralmente, a medigao é efetuada nas linhas K, do ferro (Fe) ou do Manganés (Mn) [13].

As principais vantagens dos sistemas de EDXRF sao a simplicidade, a rapidez de operacao e

a elevada eficiéncia [48].

Para além do sistema de detecao da radiacao caracteristica descrito anteriormente, o es-
petréometro de u-XRF utilizado neste trabalho é, também, composto por um sistema de excitagao.

Estes dois sistemas podem ser observados na figura 3.6.

|
Folicapilar _
dptico Detetor de energia
Radiagdo X o B
incidente y Radiacdo X caracteristica

- emitida pela amostra

Figura 3.6: Ilustracao de um espetrémetro de XRF composto pelo sistema de excitagao, do qual

fazem parte o tubo de raios-X e o policapilar 6ptico, pela amostra em estudo e pelo sistema de

detegdo, sendo este constituido por um detetor dispersivo em energia (adaptado da Ref. [48]).

O sistema de excitagao em questao consiste num tubo de raios-X, onde os eletroes sao emitidos
por um cétodo, o qual consiste num filamento de tungsténio, aquecido pela circulacdo da corrente
elétrica, posteriormente, sdo acelerados devido & diferenca de potencial entre o cdtodo e o anodo
e, finalmente, sao focados num alvo metdlico, denominado anodo. Os eletroes atingem o alvo com
energia cinética correspondente a diferenca de potencial entre o cdtodo e o dnodo [38]. Os raios-X
resultantes desta colisdo atravessam a ”janela”de berilio (Be) ou de vidro, sendo o feixe de raios-X,
posteriormente, colimado através de um policapilar, de forma a limitar a divergéncia dos raios-X que

incidem sobre a amostra [13].
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O espetro resultante do tubo de raios-X ¢é constituido por duas componentes; a compo-
nente continua associada & radiacdo de travagem dos eletrdes no anodo (também conhecida como
Bremsstrahlung) e a componente discreta que resulta da ionizagdo direta do material metélico do

anodo. Estas duas componentes podem ser observadas na figura 3.7.
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Figura 3.7: Espetro de emissao de raios-X do molibdénio excitado por eletroes de 35 KeV.
No espetro é possivel observar a componente continua associada & radiagao de travagem (ou
Bremsstrahlung), assim como, a componente discreta que se encontra representada através

das linhas caracteristicas mais energéticas (adaptado da Ref. [45]).

A componente discreta do espetro observa-se, apenas, quando a tensdo aplicada é superior

a tensdo critica (Ve, correspondente & energia de ligacao dos eletrdes dos dtomos que compdem o

anodo). A intensidade das linhas caracteristicas (I') é proporcional & corrente que passa através do

tubo de raios-X (') e é uma fun¢do nao linear da tenséo aplicada no tubo (V), tal como é descrito
pela seguinte funcao [38]

I'=Cxi x(V-Ve), (3.6)

onde v é uma constante que depende da risca emitida (1,5 < v < 2) e C' é uma constante que se

encontra relacionada com o material constituinte do dnodo e depende de vérias grandezas como o

rendimento de fluorescéncia.

Em relacao a componente continua do espetro, verifica-se que esta varia entre zero e a energia
cinética méaxima dos eletroes que atingem o alvo. Desta forma, é possivel concluir que o limite méximo
da distribuigao da radiagao de travagem depende apenas da energia com que os eletroes sao acelerados.
A intensidade total do espetro continuo (I”) aumenta, nio s, com o nimero atémico (Z) do material
que constitui o anodo, como também, com a tensao aplicada no tubo de raios-X, tal como é descrito
na seguinte fungao [38]

I"=kxZxV? (3.7)
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onde k é uma constante que depende da corrente do tubo de raios-X.

3.3.2 Analise Qualitativa e Quantitativa

Com base na informacao contida no espetro obtido através da técnica de u-EDXRF, é possivel

realizar uma anélise qualitativa e quantitativa da amostra em estudo.

Avaliacao Espetral

Antes de proceder a avaliagao do espetro de raios-X € necessario perceber todos os fenémenos
que determinam o espetro. Um desses fendémenos esta relacionado com a existéncia de diversos artefa-
tos, causados pelo funcionamento do detetor [43]. Os artefatos que ocorrem mais frequentemente sao
0s picos soma, 0s picos escape, a recolha incompleta de carga, a dispersao de Compton e de Rayleigh e
os picos de difragao, sendo que este tltimo artefato, ao contrario dos referidos anteriormente, nao esta
relacionado com o detetor mas sim com a amostra em estudo. Estes artefatos sao responsaveis nao sé
pela degradacao do sinal proveniente do detetor, como também, pelo aumento do nivel de fundo do

espetro [38].

Os picos soma resultam da detecao paralela de dois fotoes de raios-X num intervalo de tempo
extremamente pequeno. Desta forma, o pico resultante corresponde & soma da energia dos dois fotoes

detetados quase simultaneamente [47].

Os picos escape ocorrem quando um fotao de raios-X caracteristico do material que é composto
o cristal do detetor (1,74 KeV para o Si), proveniente de uma das camadas internas do Silicio (Si),
escapa do detetor, conduzindo, assim, a uma recolha de carga que nao corresponde a energia total do
fotao incidente mas sim a um defeito de 1,74 KeV, aparecendo assim um pico desviado no espetro
[38].

O pico de difracao ocorre quando a radiacao proveniente do tubo de raios-X é refletida pela
estrutura cristalina da amostra (reflexdo de Bragg). O cristal presente na amostra determina a energia
da radiagao dispersa em direcao ao detetor, segundo um determinado angulo, provocando, desta forma,

o aparecimento de picos adicionais no espetro de materiais cristalinos [47].

Na dispersao de Rayleigh (disperséo eldstica) verifica-se o aparecimento de um pico na posigao
correspondente & linha de fluorescéncia do rédio (Rh) devido ao facto de este ser o material constituinte
do alvo do tubo de raios-X utilizado neste trabalho. No caso da dispersao de Compton (dispersao
ineldstica), o fotdo disperso perde alguma energia conduzindo, assim, ao aparecimento de um pico
menos energético, comparativamente ao pico obtido na dispersao de Rayleigh. Quanto mais leve for
a amostra, maior é a probabilidade da dispersao de Compton ocorrer, enquanto que para materiais
mais pesados o pico de Compton é praticamente invisivel, ao passo que o pico de Rayleigh torna-se

cada vez mais visivel [47].

Na figura 3.8 encontra-se o espetro de uma amostra biolégica, obtido através do espetrémetro
de p-EDXRF utilizado neste trabalho. Tal como se encontra representado, este tipo de espetro pode

ser dividido em trés regioes.
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Figura 3.8: Espetro de um grao de trigo fortificado com 90 mL de uma solucao nutritiva, obtido
com o espetrémetro de u-EDXRF. As regioces A, B e C correspondem as trés zonas existentes

num espetro desta natureza.

Na regiao C (regiao de elevada energia) encontram-se presentes os picos de dispersao eldstica
e ineldstica das radiagdes Ka e Kg do rédio (Rh). A maior intensidade do pico de dispersao ineldstica
(Compton), em comparagao com o pico de dispersao eldstica (Rayleigh), deve-se ao facto da amostra
em estudo ser constituida, maioritariamente, por elementos leves, tais como carbono (C), hidrogénio
(H) e oxigénio (O) [38].

A regido A (regido de menor energia) carateriza-se, essencialmente, pelo ruido do sistema,

visto que a eficiéncia do detetor é extremamente baixa nesta regiao [38].

A regido B (regido de energia intermédia) é composta nio sé pelas riscas caracteristicas K
e L, como também, pela radiacao de fundo. Esta é considerada a regiao de interesse uma vez que
através das riscas caracteristicas é possivel a identificagao dos elementos presentes na amostra, ou seja,
é possivel uma anélise qualitativa do espetro [38]. A presenga do pico de zircénio (Zr) nesta regido do
espetro deve-se ao facto de este ser um elemento constituinte dos colimadores internos do detetor de
u-EDXRF.

A radiacdo de fundo no espetro de XRF é devida & dispersao da radiagao do tubo de raios-X na
amostra, em direcao ao detetor. A intensidade da dispersao depende da natureza da propria amostra,
ou seja, para matrizes leves a dispersdo é mais intensa do que para matrizes pesadas. A distribuicao

espetral da radiagdo de fundo é determinada pela distribuigdo da radiacao de travagem do tubo [47].

Na avaliacao espetral, os picos sao identificados com base nas energias das riscas caracteristicas

(das camadas K e L), préprias de cada elemento.

Processo de Quantificacao

As analises quantitativas sao realizadas com o objetivo de obter informagao acerca da quan-
tidade relativa dos elementos presentes na amostra, em termos da sua concentracao, normalmente

expressas em percentagem de massa ou ug/g [38].
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Existem diversos métodos que permitem a quantificacao elementar das amostras. No entanto,
quando o objetivo da quantificagdo consiste na determinacao de diversos elementos, numa matriz
desconhecida e constante, ou numa amostra com efeitos de matriz pouco significativos, o método

comparativo é o escolhido para proceder & quantificagao [38].

O primeiro passo da analise quantitativa de fluorescéncia de raios-X consiste na deconvolugao
dos dados espetrais, de forma a determinar a intensidade de cada um dos picos de raios-X carac-
teristicos [38]. Posteriormente, recorrendo ao método comparativo, é possivel estabelecer uma cor-
relagao direta entre a intensidade dos picos de raios-X caracteristicos e as concentracoes elementares
presentes na amostra. O método comparativo determina, assim, a sensibilidade de cada um dos
elementos por comparagio com os materiais de referéncia (SRM - Standard Reference Materials)

conhecidos, também, como padrdes de calibragéo [43].

A principal desvantagem associada a este método comparativo estd relacionada com a selecao
dos padrées de calibracao, dado que estes tém de refletir a matriz e a composicao elementar das

amostras em estudo [43].

Neste trabalho, optou-se pela medigao de cinco areas em cada um dos materiais de referéncia,
de forma a cobrir toda a sua superficie. A escolha das areas, em alternativa a analise pontual, revelou-
se um método mais eficaz para as quantificagoes dos materiais de referéncia, as quais dao origem ao
ficheiro de calibragao, ou seja, ficheiro que serve de base ao programa de quantificacio WinFund.
Desta forma, verifica-se um melhoria significativa dos resultados quantitativos de todos os elementos
estudados, com particular destaque para o ferro (Fe), devido & formacao de aglomerados causados
pelas interagdes hidrofébicas entre as nanoparticulas de éxidos de ferro [49], que através da andlise

pontual ndo eram, frequentemente, identificaveis.






Capitulo 4

Procedimento Experimental

4.1 Material Biologico

Neste trabalho utilizaram-se duas espécies distintas de graos de trigo, Triticum durum Desf.
(trigo duro) e Triticum aestivum L. (trigo mole). As espécies diferem entre si, tal como o préprio
nome indica, pela dureza do grao, estando esta caracteristica associada ao conteido proteico de cada
uma dessas espécies. O trigo duro caracteriza-se por uma maior dureza e, com tal, o seu conteido

proteico é superior comparativamente ao do trigo mole [27].

Na espécie Triticum durum Desf., optou-se pela variedade Marialva, inscrita no Catélogo
Nacional de Variedades, devido a sua elevada produtividade e adaptabilidade ao clima portugués.
Por outro lado, no que diz respeito a espécie Triticum aestivum L., optou-se pela variedade Roxo,
também inscrita no Catélogo Nacional de Variedades, por se tratar de uma das principais variedades
cultivadas pelos agricultores portugueses, com uma boa qualidade tecnoldgica e pouco susceptivel a

doencgas.

Os graos de ambas as espécies resultaram de um processo de crescimento em condigées ambi-

entais controladas, sendo este processo realizado por colaboradores, no DCT da FCT-UNL.

4.2 Implementacao das Culturas de Trigo

Numa primeira fase, as sementes certificadas de Triticum durum Desf. cv. Marialva, assim
como, as sementes certificadas de Triticum aestivum L. cv. Roxo foram semeadas em 22 vasos.
O substrato presente em cada um dos vasos apresentava as seguintes caracteristicas: pH 5,5 - 6,5
(intervalo onde a disponibilidade dos nutrientes no solo é maior); condutividade 0,6 - 1,2mS cm™1;
70% de matéria organica; 4,618% Ca; 0,975% K; 0,425% P; 0,572% Mg; 13,28 ppm Cu; 40,33 ppm Zn
e 0,181% Fe.

Depois de semeadas, as sementes foram colocadas numa camara de crescimento Walk-in —
Aralab (10.000 EHF; N° série: 1084; Portugal) onde, através do controlo dos fatores ambientes como
a temperatura, a luz, a humidade, a pressio e o diéxido de carbono (COs), foi possivel a germinacao

e o crescimento das sementes. Através do sistema “ClimaPlus V” foram estabelecidos os valores



26 Procedimento Experimental

para os diversos fatores ambientais e criados ciclos de dia - noite, ciclos temporarios ou permanentes.
Para este trabalho as condicoes ambientais utilizadas foram as seguintes: humidade relativa 80%; 500
ppm de COg; temperatura 22/18°C' dia/noite; fotoperiodo 12/12 h dia/noite e densidade de fluxo

fotossintético 800 pmol m~2s71.

No 16° dia apds a germinacao, das 6 sementes de Triticum durum Desf. cv. Marialva
semeadas em cada um dos 22 vasos, selecionaram-se apenas 4 plantas, as quais foram, posteriormente,
submetidas a diferentes tratamentos de adubacao. Estes tratamentos consistiam na aplicagao de
diferentes quantidades (15 mL, 30 mL, 60 mL e 90 mL) de uma solugéo nutritiva completa, dissolvida
em 5 L de dgua destilada. A solugdo nutritiva completa utilizada neste caso resultou da mistura de duas
solugoes (A e B) num balao volumétrico, completando-se o volume de 1000 mL com dgua destilada. A
solugéo A foi preparada com 0,09 g de MnCl,.4HoO (Merck 1173874); 0,12 g de (NH4)6.MO7024.4H,0
(Merck 1182); 0,01 g de H3BO3 (Merck 10043353); 0,016 g de ZnSO,4.7HoO (Merck 7446200); 0,08 g de
CuS04.5H50 (Merck 7758987); 0,16 g de FeCl3.6H,O (Sigma-Aldrich 44943) e 12,00 g de CgHgO7.HoO
(Merck 902). Posteriormente, esta solucao foi homogeneizada com 50 mL de HySO4 95-97% (Merck
7664939), sob agitacdo numa placa (RS Lab 11 NCD, Franca). No que diz respeito & solugdo B, esta
foi preparada em 700 mL de dgua destilada, sob agitagao numa placa RS Lab 11 NCD, contendo 111
g de NH4NO3 (Merck 6484522); 30 g de NagHPO4.2H50 (Panreac 122507); 65 g de KoSO4 (Scharlau
P002871000); 17 g de CaCly.2H,0 (Scharlau CA01941000) e 4,8 g de MgSO4 (Merck 7487889).

No decurso do ciclo de vida das plantas e em diferentes perfodos experimentais (16, 70, 92
e 126 dias) apds a germinacdo, procedeu-se a recolha de 4 plantas para andlises subsequentes. O
periodo de recolha das plantas coincide com periodos chave no seu desenvolvimento (afilhamento,

emborrachamento, espigamento e maturagao fisiolégica, respetivamente).

Em relagao as sementes de Triticum aestivum L. cv. Roxo, o procedimento adotado foi
bastante semelhante, contudo com algumas diferencas no que diz respeito ao nimero de sementes
semeadas em cada vaso (8 sementes em vez de 6, como anteriormente), estando estas a uma profun-
didade de 5 cm. As sementes foram regadas de 2 em 2 dias até ao aparecimento da primeira folha
passando, depois, a regar-se diariamente. Tal como referido anteriormente, as 4 plantas selecionadas
por vaso, ao 16° dia apds a germinacao, foram submetidas aos seguintes tratamentos de adubagao: 3
mL/L de uma solugao nutritiva completa, em plantas provenientes de sementes controlo (F0 0,3/0,3)
e 15 mL/L da mesma solu¢ao nutritiva completa, em plantas provenientes da 4 ° progenitura (F4

1,5/1,5), respetivamente.

Tal como realizado anteriormente, também para esta espécie se procedeu a recolha de 4 plantas
em diferentes perfodos experimentais (31, 84, 107 e 141 dias) apds a germinagao. Também neste caso,
os periodos de recolha estao relacionados com etapas chave no desenvolvimento das plantas em estudo

(afilhamento, emborrachamento, espigamento e maturagao fisiol6gica, respetivamente).

A solucdo nutritiva completa utilizada no tratamento de adubacado de ambas as espécies de
sementes tinha a mesma composicao quimica e o procedimento de preparacao da solugao foi o0 mesmo

em ambos oS casos.
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4.3 Preparacao das Amostras para Analise por y - EDXRF

De forma a determinar a concentracao elementar em cada uma das estruturas do grao de
trigo, comegou-se por cortar o grao ao meio, no sentido vertical, com a ajuda de uma lamina cirurgica
de aco inoxidavel. Posteriormente, cada uma das partes do grao foi colocada, com as estruturas
orientadas na direcao do feixe de raios-X, sobre fita de carbono, presente na parte posterior das caixas
de petri procedendo, desta forma, a andlise por p - EDXRF. Por vezes, foi necessario limar um pouco
a parte exterior do grao, recorrendo a uma lima de cartao, uma vez que a sua forma oval dificultava

o posicionamento da amostra no espetrometro.

4.4 Preparacao das Amostras para Analise por Espetrofoto-

metria de Absorcao Atémica

As amostras referentes a raiz, parte aérea e grao foram secas em estufa durante 2 horas e a
uma temperatura de 105°C. Posteriormente, procedeu-se a pesagem das mesmas, seguida de digestao
com a adicao de 12 mL de &cido nitrico utilizando-se, para tal, um sistema de Absorcao Atémica
Unican (modelo 939, Portugal). A digestao iniciou-se a uma temperatura de 100°C, durante 1 hora,
aumentando gradualmente até atingir os 150°C, de forma a obter a destruicao total do material
organico presente na amostra. De seguida, procedeu-se a adicao de 2 mL de acido percldrico, a uma

temperatura de 200°C, até o composto digerido se tornar incolor [50].

Na fase seguinte, apés arrefecimento, adicionou-se 10 mL de dgua, colocando-se as amostras a
uma temperatura de 100°C durante cerca de 5 minutos, até ao aparecimento de fumos brancos (indica-
dor da libertagao de todo o dcido perclérico). Por fim, o extrato resultante da digestao foi transferido
para um balao volumétrico de 25 mL, efetuando-se de seguida a determinacao da concentragao de
cada elemento presente na amostra através da leitura no espetrofotémetro Thermo Scientific (modelo
IRIS Interprid IT XSP Radial, Estados Unidos da América).

4.4.1 Determinacao do Peso Seco

De forma a obter o indice de acumulagao total média de macro e micronutrientes, em diferentes
partes da planta, procedeu-se & determinacao do peso seco ao longo do seu ciclo de crescimento. Apds
a recolha, as amostras foram lavadas com dgua destilada e secas com papel de filtro (Whatman
n°4) procedendo-se, de seguida, & determinagdo do peso fresco, com o auxilio de uma balanga digital
METTLER (Portugal). Posteriormente, as amostras foram colocadas numa estufa a uma temperatura
de 50°C, entre 5 a 7 dias, até a obtencao de um peso constante, o que significa que a amostra perdeu
todo o seu teor em dgua. No final do periodo de secagem, as amostras foram retiradas da estufa e,

ap6s um arrefecimento rdapido, estas foram novamente pesadas.

A determinagéo do peso seco foi realizada durante quatro perfodos diferentes (os quais corres-
pondem aos periodos de recolha das plantas), de acordo com o procedimento descrito anteriormente.
A preparacao das amostras, assim como o calculo do peso seco, foram procedimentos efetuados pelos
colaboradores do DCT.
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4.5 Espetrometro de i - EDXRF

Neste trabalho, as andlises qualitativas e quantitativas foram realizadas usando o sistema de
p - EDXRF (M4 Tornado?™ | Bruker, Alemanha). Este espetrémetro é constituido por um tubo de
raios-X, o qual é alimentado por um gerador HV de baixa poténcia, e por um policapilar que faz com
que o feixe de raios-X seja focado na amostra com um diametro de feixe de 25 pum e, portanto, com
uma elevada intensidade de radiagao de excitagdo. A detecao da radiagao fluorescente é realizada
por um detetor dispersivo em energia SDD, XFlash 7™, com uma &rea sensivel de 30 mm? e uma
resolugao de energia de 142 eV para as riscas K, do manganés (Mn) [47]. Apenas os elementos com
Z > 11 sao detetados neste espetrémetro, devido & absorgao da radiagio pela janela de berilio (Be)

do detetor.

As andlises elementares dos graos de trigo foram realizadas com uma tensao de 50 kV e uma
corrente de 100 pA, sem a utilizagdo de filtros, de forma a intensificar a ionizagdo dos elementos
com baixo Z. Estas andlises ocorreram em vacuo, sob um pressao de 20 mbar, de modo a diminuir a
atenuacao dos raios-X de baixa energia, aumentando assim a sensibilidade para os elementos leves e
em dois modos de funcionamento, o modo de mapeamento do grao e o modo de analise pontual das

regides de interesse. O tempo de aquisi¢cdo de cada um dos pontos foi de 200 segundos.

4.6 Incertezas Associadas a Técnica de i - EDXRF

As andlises quantitativas realizadas com base na técnica de u-EDXRF encontram-se acompa-
nhadas por dois tipos de incertezas, as incertezas estatisticas e as incertezas sistematicas. As incertezas
estatisticas referem-se a variagoes aleatérias nas medigoes efetuadas, o que faz com que estas se en-
contrem dispersas em torno do valor verdadeiro da grandeza (neste caso, da concentracgio elementar).
Neste trabalho, as incertezas estatisticas associados a média ponderada sao calculadas através da

seguinte expressao:

onde Yp é a média ponderada pela incerteza de medi¢do de cada ponto individual, x(X;) para cada

elemento e N é o nimero de medigoes efetuadas.

Por outro lado, existem as incertezas sistematicas, ou seja, as incertezas decorrentes do fun-
cionamento do equipamento e que se encontram, também, associadas a prépria amostra em estudo.
Este tipo de incertezas faz com que no caso dos elementos como o Fe, Zn e Ti exista uma distorcao dos
resultados sempre no mesmo sentido, ou seja, de minorar o valor da concentragao elementar calculada
em comparacao com o valor real, devido a formagao de agregados. No entanto, existem outros erros
sistematicos, como o facto de nao serem contabilizados na quantificagao as contagens dos picos escape
que faz com que, por exemplo, o Ca seja subestimado mas o P (em amostras que também contenha

Ca) seja sobrestimado.

As incertezas sistematicas presentes neste trabalho podem ser causadas por flutuagées na
intensidade do feixe de raios-X, pela existéncia de picos escape e picos soma, por variagoes na espessura

da amostra e pela nao homogeneidade da concentragao elementar. O facto do escutelo e das camadas
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que constituem o farelo apresentarem uma largura muito reduzida faz, também, com que os valores
obtidos para estas estruturas do grao tenham uma incerteza associada relativamente elevada pois
é, tecnicamente, muito complicado fazer incidir o feixe apenas em células deste tipo. Outra das
incertezas sisteméticas que se encontra, frequentemente, associada a técnica de p-EDXRF diz respeito
as interferéncias ou efeitos de matriz. Este tipo de interferéncia resulta da influéncia de determinados
elementos presentes na matriz, como é o caso do ferro, cuja ionizagdo provoca um aumento do sinal

dos elementos mais leves.

Neste trabalho, as incertezas associados as concentracoes de cada elemento sao devidas, essen-
cialmente, a incertezas sistematicas, o que significa que a variabilidade dos valores obtidos para um
conjunto de medicoes realizadas sobre a mesma estrutura do grao e para o mesmo elemento, é bastante
elevada quando comparada com medicoes realizadas em amostras planas e homogéneas, como € o caso

das amostras padrao.

A incerteza final associada & média ponderada é dada pela raiz quadrada da soma quadratica
entre a incerteza estatistica da média ponderada (u(X,)) e o desvio padrio (o) das medigdes efetuadas

sobre as mesmas estruturas do grao, tal como se encontra representado na equagao 4.2.

(X p) finat = \/ (1(Xp))? + 02 (4.2)

Uma das hipdteses que permite a redugao das incertezas estatisticas esta relacionada com a
execucao de um numero elevado de medicées. Por outro lado, e de forma a reduzir a variabilidade
das medicoes efetuadas utiliza-se o critério de Chauvenet. FEste critério permite verificar se num
conjunto de dados existe um valor que é discrepante (do inglés, outlier) face aos restantes valores.
Para tal, é necessdrio calcular a média das concentragoes obtidas para cada elemento (1) e o respetivo
desvio padrao (o). Posteriormente, calcula-se a distribui¢do cumulativa normal com base no valor de
cada medicao (X;), u e o especificados e, por fim, multiplica-se por N, tal como é possivel observar
através da expressao 4.3. Se o resultado desta operagao for menor que 0,5 entao, o valor é considerado
discrepante e é de seguida eliminado. Este procedimento é sucessivamente aplicado até que a condigao

anterior nao se verifique [51].

N x erfc(w) <0,5 (4.3)

Onde er fc corresponde ao integral da fungao de densidade de probabilidade, calculado através

da seguinte expressao:

onde

(4.4)
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4.7 Exatidao do Método Analitico

Ap6s a obtencao dos espetros, através do espetrometro de u - EDXRF, a fase seguinte consistiu
em determinar a area do pico correspondente a cada um dos elementos e, posteriormente, converté-la
em concentracdo. Recorreu-se, para tal, ao pacote do software WinAXILTM (do inglés, ” Analysis of
X-ray spectra by Iterative Least-squares fitting) e a quantificacdo foi realizada através do modo
comparativo, usando trés amostras padrao (Bush Branches GBW 07603, Poplar Leaves GBW 07604 e
Orchard Leaves NBS 1571), com elementos e concentragoes conhecidas. A base do funcionamento do
modo comparativo pode ser explicada através da reta de calibracdo construida pelo WinAXIL™M para
cada um dos elementos presentes nos padroes (figura 4.1). Desta forma, a partir das contagens obtidas
através da analise das amostras e com base nas retas de calibracao, é possivel obter as concentragoes

dos elementos presentes nos graos de trigo.

1200
1000 - v =0,0143x-32,545

/ R®=0,9955
B00 /

00

oo /
e

Concentracio (pg/g)

200

o 20000 40000 0000 80000

Contagens

Figura 4.1: Reta de calibragao para o Fe obtida a partir da analise dos materiais de referéncia
GBW 07603, GBW 07604 ¢ NBS 1571. No eixo horizontal é possivel observar as contagens
obtidas através da deconvolugao dos espetros de u-EDXRF, enquanto no eixo vertical encontra-

se presente a concentragao de Fe certificada em cada um dos padroes analisados.

A exatidao do método analitico foi verificada com base na andlise das trés amostras padrao,
comparando-se os valores de concentracdo medidos com os valores identificados pelos laboratérios que
fornecem as amostras padrao. Uma andlise das tabelas 4.1, 4.2 e 4.3 permitem concluir que os valores
se encontram em concordancia, a excecao das concentragoes do Zn e do Ti que, na amostra padrao
Bush Branches e Poplar Leaves, respetivamente, se encontram em ligeira discordancia com os valores
certificados. No entanto, tal facto nao é preocupante uma vez que neste estudo o desviao padrao,
associado & nao homogeneidade da amostra, majora a incerteza das medigoes, sendo a incerteza

estatistica pouco significativa, tal como foi descrito anteriormente na secgao 4.6.
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Tabela 4.1: Comparagao das concentracoes dos elementos medidos na amostra padrao Bush

Branches GBW 07603 com os respetivos valores certificados. Os elementos presentes correspon-

dem aos estudados neste trabalho, sendo os resultados apresentados na forma YP:I: M(Tp) final-

* Valor nao certificado.

Bush Branches

Valor certificado (g/kg)

Valor medido (g/kg)

Al
Si

Cl

Ca

Mn

Fe

Cu
/n

2,0 £ 0,6
6,0 £ 1,4
1,00 + 0,08
8,0+ 1,2
19
10 £ 2
17+ 2
0,10 & 0,04
0,060 & 0,011
1,10 + 0,12
0,0070 + 0,0017
0,060 £ 0,008

2,0 £ 0,3
5,0+ 0,6
0,90 £ 0,06
8,0£0,5
15+ 2
8,0 £ 04
16,0 + 0,5
0,100 £ 0,003
0,060 £ 0,003
1,00 + 0,05
0,0070 + 0,0010
0,030 £ 0,005

Tabela 4.2: Comparacao das concentragoes dos elementos medidos na amostra padrao Poplar

Leaves GBW 07604 com os respetivos valores certificados. Os elementos presentes correspon-

dem aos estudados neste trabalho, sendo os resultados apresentados na forma TP:I: p(fp) final-

* Valor nao certificado.

Poplar Leaves

Valor certificado (g/kg)

Valor medido (g/kg)

Si
P
S
Cl
K
Ca
Ti
Mn
Fe
Cu
Zn

70 £ 1,6
1,70 + 0,13
4,0 £0,8
2,3*

14,0 £ 1,5
18 &+ 3
0,020 & 0,005
0,050 & 0,008
0,30 & 0,04
0,010 £ 0,002
0,040 & 0,005

8,0 £ 0,5
1,80 + 0,12
4,0 £0,3
2,0 £ 0,3
14,0 £ 0,5
20,0 + 0,7
0,030 =+ 0,003
0,050 =+ 0,003
0,300 £ 0,015
0,0100 £ 0,0010
0,030 £ 0,005
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Tabela 4.3: Comparagao das concentragoes dos elementos medidos na amostra padrao Orchard

Leaves NBS 1571 com os respetivos valores certificados. Os elementos presentes correspondem

aos estudados neste trabalho, sendo os resultados apresentados na forma X7p + M(Yp) final-

Valor nao certificado.

Orchard Leaves

Valor certificado (g/kg)

Valor medido (g/kg)

Si

Cl

Ca
Ti

Fe
Cu
/n

2,00 + 0,10
2,3*
0,70*

15,0 £ 0,3
20,0 £ 0,3
0,090 =+ 0,004
0,30 £ 0,02
0,0120 £ 0,0010
0,030 £ 0,003

1,80 + 0,17
2,00 £ 0,15
2,00 £ 0,10
0,90 = 0,10

16+ 1
20,0 + 0,6
0,040 + 0,004
0,080 & 0,006
0,30 £ 0,03
0,0120 £ 0,0010
0,040 £ 0,012




Capitulo 5

Apresentacao e Discussao dos
Resultados

5.1 Analise Qualitativa

5.1.1 Distribuicao Elementar nos Graos de Trigo

Com o objetivo de se desenvolverem estratégias eficazes de biofortificagao do trigo, tornou-se
necessario o conhecimento prévio da localizagao dos elementos no grao. Para tal, recorreu-se as imagens
do mapeamento do grao, fornecidas pelo espetrometro de y-EDXRF. As figuras 5.1 e 5.2 ilustram os
mapas de distribuicao do Fe e do Zn no grao de trigo, respetivamente, para dois tratamentos de
adubagao diferentes e em sementes de geragoes distintas. Através das imagens apresentadas é possivel
verificar que, independentemente do tratamento de aducao aplicado ou da geracdo das sementes, a

distribuigdo espacial dos elementos no grao de trigo de cada espécie é semelhante. As imagens do

mapeamento dos restantes elementos estudados encontram-se em anexo (Apéndice B).

2000 pm

(a) Tratamento com 15 mL (b) Tratamento com 90 mL

Figura 5.1: Imagens da distribui¢do espacial do Fe no grao de Triticum durum Desf. (trigo
duro) para os tratamentos de adubagdo com 15 mL (a) e 90 mL (b) da solu¢do nutritiva

completa, cuja composicao foi descrita na seccao 4.2.
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2000 jim
: .

2000 pm

(a) Sementes de controlo (b) Sementes da 4° progenitura

Figura 5.2: Imagens da distribui¢do espacial do Zn no grao de Triticum aestivum L. (trigo
mole) proveniente de sementes de diferentes geragoes. (a) Sementes de controlo e (b) Sementes

da 4° progenitura.

Na figura 5.3 observa-se a localizagao simultanea dos diversos elementos presentes no grao de
trigo. Tal como se pode verificar, os elementos nao se encontram concentrados numa sé estrutura,
distribuindo-se pelas varias estruturas existentes no grao de trigo, inclusive pelas diversas camadas
que revestem o endosperma. Estas distribuigoes ocorrem segundo o mesmo padrao, quer isto dizer que
independentemente da espécie de trigo analisada, Triticum durum Desf. (trigo duro) ou Triticum
aestivum L. (trigo mole), os elementos apresentam sempre a mesma distribui¢ao espacial. Na camada
de células da aleurona encontra-se o P, o qual reveste todo o endosperma, encontrando-se também
presente na regiao do embrido. Na camada seguinte (tecido nucelar) é possivel observar a presenga do
Fe, sendo esta camada também ocupada por outro elemento, Mn, tal como se pode observar na figura
5.3, onde é visivel a sobreposi¢ao do vermelho (cor associada ao Fe) com o amarelo (cor associada ao
Mn). Esta situacao pode ser explicada pelo facto do Mn ser considerado um membro da familia do
Fe e, por isso, ambos os elementos apresentam propriedades fisicas e quimicas bastante semelhantes
[52]. Nas camadas seguintes é possivel verificar a presenca do Zn e do Ca (figura 5.3(a)). No que diz
respeito ao potdssio (K), este elemento encontra-se presente na camada mais externa do grao de trigo

(epiderme), tal como se pode verificar na figura 5.3(b).

As designacoes dos tratamentos de adubagcao estao relacionadas com as quantidades da solugao
nutritiva completa aplicada no solo das plantas de trigo. Assim sendo, o niimero que se encontra entre
parénteses retos diz respeito a quantidade da solugdo nutritiva aplicada, ou seja, no tratamento [15]
(ou controlo) sao adicionados 15 mL da solugdo nutritiva completa, sendo esta quantidade considerada
como padrao no processo de rega de qualquer planta e, dai, a designacao de controlo. No tratamento

[90] sdo adicionados 90 mL da mesma solugao nutritiva completa.
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Figura 5.3: Imagens do mapeamento de um grao de trigo mole biofortificado, obtidas através
da técnica de pu-EDXRF, onde através de um sistema de cores é possivel, simultaneamente,

observar a localizagdo dos minerais como P, Mn, Fe, Zn e Ca (a) e P, Mn, Fe, Zn, Ca e K (b).

5.2 Analise Quantitativa

5.2.1 Analise por u - EDXRF

As imagens de mapeamento apresentadas anteriormente apenas nos informam acerca dos ele-
mentos presentes e o modo como eles se distribuem pelas diversas estruturas do grao. No entanto, para
obter informagao quantitativa foi necessdrio realizar o processo de quantificagdo descrito na seccao
3.3.2. Neste estudo utilizaram-se seis graos de trigo por cada um dos tratamentos de adubagao e por

cada uma das geracoes de sementes, o que resulta num total de vinte e quatro graos estudados.

Com base nos resultados apresentados na figura 5.4, é possivel verificar que o K é o ele-
mento mais abundante na parte exterior do grao (farelo), o que confirma os resultados observados

anteriormente na seccao 5.1.1.

De um modo geral, as concentragoes obtidas no farelo para os dois tratamentos de adubacao
tém tendéncia a ser préximas, o que significa que nao existe uma grande alteracdo na concentragao
dos elementos presentes nesta estrutura do grao de um tratamento para o outro. Os dados relativos

a figura 5.4 encontram-se tabelados no apéndice C (tabela C.1).
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Trigo Duro - Farelo
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Figura 5.4: Comparacao da concentracao elementar obtida para os dois tratamentos de
adubacao no farelo de Triticum durum Desf. (trigo duro). Os resultados sdo apresentados na

forma X7p + u(fp)ﬁml.

O escutelo corresponde a parte mais externa do embriao que faz fronteira com outra estrutura
do grao, denominada por endosperma, tal como se pode observar na figura 2.2. No escutelo é possivel
verificar que a concentracao de diversos elementos, para o tratamento de adubagdo com 90 mL da
solucao nutritiva completa, tem tendéncia a aumentar quando comparada com as concentragoes dos
mesmos elementos registadas para o tratamento onde se utiliza apenas 15 mL da solugao nutritiva.
Os elementos para os quais o aumento da concentracao é mais acentuado séo o fésforo (P), o potéssio
(K), o manganés (Mn) e o ferro (Fe). Verifica-se, também, uma tendéncia de aumento na concentragao
do zinco (Zn) para o tratamento [90], no entanto este aumento nao é tao acentuado como o observado
para os elementos referidos anteriormente. Em relagao aos restantes elementos, é possivel verificar
que as suas concentragoes se encontram relativamente préximas em ambos os tratamentos. Os dados

relativos a figura 5.5 encontram-se tabelados no apéndice C (tabela C.2).

Trigo Duro - Escutelo
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Elementos

Figura 5.5: Comparacdo da concentracdo elementar obtida para os dois tratamentos de
adubagao no escutelo do embriao de Triticum durum Desf. (trigo duro). Os resultados sao

apresentados na forma X, + u(X,) final-
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A radicula corresponde a parte interna do embriao, tal como se pode observar na figura 2.2. O
comportamento observado nesta estrutura do grao é bastante semelhante ao observado anteriormente
para o escutelo, ou seja, o fésforo (P), o potéssio (K), o manganés (Mn) e o ferro (Fe) sao os elementos
cujas concentracoes, resultantes da aplicacao do tratamento de adubagao com 90 mL da solugao
nutritiva completa, tém tendéncia a ser superiores quando comparadas com as concentracoes dos
mesmos elementos registadas para o tratamento de adubacao onde é aplicado apenas 15 mL da solugao

nutritiva.

Tal como se encontra representado na figura 5.6, a presenga de aluminio (Al) nesta estrutura
do grao apenas se observa no tratamento [15] mL, o que pode ser explicado pelo facto de com o
aumento da concentragao de minerais no grao e, devido a absor¢ao na amostra, exista uma atenuagao
significativa na detecao do Al, principalmente, se tivermos em conta que para este tipo de matriz o
limite de detecdo do Al encontra-se bastante proximo da concentracdo observada para o tratamento

[15] mL. Os dados relativos & figura 5.6 encontram-se tabelados no apéndice C (tabela C.3).

Trigo Duro - Radicula

B Tratamento [15] mL
Tratamento [90] mL

Al Si P 5 Cl K Ca Ti Mn Fe Cu Zn

Elementos

Figura 5.6: Comparagao da concentracao elementar obtida para os dois tratamentos de
adubagao na radicula do embriao de Triticum durum Desf. (trigo duro). Os resultados sao

apresentados na forma X, + u(X,) finai-

A nervura corresponde & juncao dos dois lados do farelo, tal como se pode observar na figura
2.3. Nesta estrutura do grao os elementos tém um comportamento muito semelhante para ambos os
tratamentos de adubagao, com excegdo para o manganés (Mn) cuja concentracao tem tendéncia a ser
superior no tratamento de adubagao com 90 mL da solu¢ao nutritiva completa. Tal como foi referido
anteriormente para a radicula, também na nervura, o aluminio (Al) apenas se observa no tratamento

[15] mL. Os dados relativos a figura 5.7 encontram-se tabelados no apéndice C (tabela C.4).
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Figura 5.7: Comparacao da concentracao elementar obtida para os dois tratamentos de
adubagao na nervura do grao de Triticum durum Desf. (trigo duro). Os resultados sdo

apresentados na forma X7p + u(fp) final-

Com base nas figuras apresentadas anteriormente, as quais refletem os resultados obtidos para
os dois tratamentos de adubagao em diferentes estruturas do grao, verifica-se que é na nervura onde a
concentracao dos elementos €, tendencialmente, maior comparativamente as restantes estruturas. No
entanto, a diferenca das concentragoes elementares entre os dois tratamentos de adubacao tende a ser
mais acentuada no embrido (escutelo e radicula), nomeadamente, para os elementos como o fésforo (P),
o potéssio (K), o manganés (Mn), o ferro (Fe) e o zinco(Zn). No caso do ferro, a concentracao medida
no embrido (escutelo e radicula) para o tratamento [90] mL é, aproximadamente, 6 vezes superior ao
registado para o tratamento [15] mL. No que diz respeito ao zinco, o aumento da concentragao entre os
dois tratamentos de adubagao é um pouco mais baixo, registando-se para o tratamento [90] mL uma
concentragao no escutelo 3 vezes superior ao registado para o tratamento [15] mL, ao passo que na
radicula apenas se verifica um aumento da concentragao para o dobro do que foi registado inicialmente
no tratamento [15] mL. Os valores das concentrages apresentados anteriormente resultam do calculo
da média ponderada de um conjunto de dados, obtidos através da andlise pontual. Optou-se pela
média ponderada em vez da média aritmética uma vez que as incertezas individuais de cada medigao

diferem entre si.

No que diz respeito ao T'riticum aestivum L. (trigo mole), as andlises basearam-se no estudo
da biofortificagao dos graos de trigo provenientes de sementes controlo e sementes da 4 ° progenitura,
as quais foram submetidas, durante varias geracoes, a uma concentragao de nutrientes cada vez mais

elevada. Os resultados destas andlises encontram-se apresentados de seguida.

Com base na figura 5.8, é possivel observar a presenca de Al apenas nas sementes da 4°
progenitura, ao mesmo tempo que se observa uma tendéncia de aumento do silicio (Si) das sementes
de controlo para as sementes da 4° progenitura. No que diz respeito aos restantes elementos, estes
tendem a apresentar uma concentragao relativamente préxima para as duas geragoes de sementes. Tal
como foi observado anteriormente no farelo do Triticum durum Desf. (trigo duro), também neste
caso, se verifica a presencga abundante dos elementos como o P, K e Ca. Os dados relativos a figura

5.8 encontram-se tabelados no apéndice C (tabela C.5).
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Trigo Mole - Farelo
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Figura 5.8: Comparagao da concentracao elementar obtida no farelo para os graos de Triticum

aestivum L. (trigo mole), provenientes de sementes de diferentes geragoes. Os resultados sao

apresentados na forma Yp + u(fp) final-

Tal como foi observado na estrutura anterior, também no escutelo (figura 5.9), o Al apenas

se encontra presente nos graos de trigo provenientes das sementes da 4° progenitura. Verifica-se,
ainda, uma tendéncia de redugdo da concentragdo de cloro (Cl) das sementes de controlo para as

sementes da 4° progenitura, enquanto que a concentracao de Ca é, tendencialmente, maior quando

comparada com a concentragao registada nos graos provenientes das sementes de controlo. Em relagao

aos restantes elementos, estes apresentam concentracoes relativamente semelhantes para ambas as

geragoes de sementes. Os dados relativos a figura 5.9 encontram-se tabelados no apéndice C (tabela

C.6).
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Figura 5.9: Comparacao da concentragdo elementar obtida no escutelo para os graos de

Triticum aestivum L. (trigo mole), provenientes de sementes de diferentes geragoes.Os re-

sultados sdo apresentados na forma X, + 1(X,) finai-

Os resultados apresentados na figura 5.10, referentes a radicula do T'riticum aestivum L. (trigo
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mole), tém um comportamento semelhante aos apresentados na figura 5.9, referentes ao escutelo do
grao de trigo do mesmo gendtipo, ou seja, o Al encontra-se presente apenas nos graos provenien-
tes das sementes da 4° progenitura, tal como foi observado anteriormente. No entanto, através da
andlise pontual foi possivel detetar, nos graos provenientes das sementes de controlo, um ponto com
este elemento e com uma concentracao de (5500+800) pg/g. Relativamente ao Cl, verifica-se uma
tendéncia de reducao da sua concentracao, das sementes de controlo para as sementes da 4° progeni-
tura, enquanto o Ca regista, precisamente, um comportamento inverso a este. Verifica-se, ainda, que
a concentracao de Ti nos graos de trigo provenientes das sementes da 4° progenitura tem tendéncia a

aumentar. Os dados relativos & figura 5.10 encontram-se tabelados no apéndice C (tabela C.7).

Trigo Mole - Radicula
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Figura 5.10: Comparacao da concentragao elementar obtida na radicula para os graos de
Triticum aestivum L. (trigo mole), provenientes de sementes de diferentes geragoes. Os resul-

tados sdo apresentados na forma X, + u(X,) finai-
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Figura 5.11: Comparagao da concentragao elementar obtida na nervura para os graos de
Triticum aestivum L. (trigo mole), provenientes de sementes de diferentes geragoes. Os resul-

tados sao apresentados na forma fp + ,u(fp) final-

Com base na figura 5.11, é possivel verificar que nesta estrutura do grao (nervura) nao se
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verifica a presenca de Al em nenhuma das geragoes de sementes. As concentragoes elementares tem
tendéncia a apresentarem-se relativamente proximas para os graos provenientes de ambas as geragoes
de sementes, com excecdo para o Cl, cuja concentragdo diminui ligeiramente nos graos provenientes
das sementes da 4° progenitura e para o Zn, cuja concentragao tem tendéncia a aumentar dos graos
provenientes das sementes de controlo para aqueles que provém das sementes da 4° progenitura. Os

dados relativos & figura 5.11 encontram-se tabelados no apéndice C (tabela C.8).

Com base nas figuras apresentadas anteriormente, as quais refletem os resultados obtidos para
os graos de Triticum aestivum L. (trigo mole), provenientes de sementes de diferentes geragoes, é
possivel verificar que a nervura corresponde a estrutura do grao onde os elementos mais pesados,
como €é o caso do Mn, Fe e Zn apresentam concentragoes, tendencialmente, maiores em comparagao
com as concentragoes obtidas para os mesmos elementos nas restantes estruturas do grao. No que
diz respeito as duas geragoes de sementes, é possivel verificar que a diferenca entre as concentragoes
dos elementos é mais acentuada para o Zn, sendo esta diferenca observada na nervura, onde os graos
provenientes das sementes da 4° progenitura registam uma concentragao de Zn, aproximadamente, 5
vezes superior ao registado para a mesma estrutura nos graos que provém das sementes de controlo.
Os valores das concentragoes apresentados anteriormente resultam do calculo da média ponderada de
um conjunto de dados, obtidos através da andlise pontual. Optou-se pela média ponderada em vez

da média aritmética uma vez que as incertezas individuais de cada medigao diferem entre si.

5.2.2 Analise por Espetrofotometria de Absorgao Atémica

A analise por espetrofotometria de absorcao atémica permitiu estudar alguns dos mecanismos
existentes nas plantas, como é o caso da absor¢ao radicular e da translocacao para a parte aérea. Esta
analise foi realizada com base nos dados que, gentilmente, foram cedidos pelos colaboradores do DCT
da FCT-UNL. Os resultados apresentados de seguida referem-se ao estudo de duas partes distintas
(raiz e parte aérea) da planta de T'riticum durum Desf. (trigo duro), a qual foi submetida a quatro

tratamentos de adubacao diferentes.

Os tempos de colheita apresentados para cada um dos elementos das figuras seguintes referem-
se aos periodos experimentais, apds a germinagao, em que se procedeu ao estudo da concentragao
elementar. Desta forma, t1 (controlo), t2, t3 e t4 correspondem, respetivamente, ao 16°, 70°, 92° e
126° dia apds a germinagdo. Os tratamentos [15] mL, [30] mL, [60] mL e [90] mL dizem respeito aos
diferentes tratamentos de adubacao onde sao aplicados 15 mL, 30 mL, 60 mL e 90 mL da solugao

nutritiva completa, respetivamente, nos diversos substratos onde se encontram as plantas de trigo.
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Figura 5.12: Concentragao média de micronutrientes na raiz, a qual foi submetida a quatro

tratamentos de adubagao distintos, em fungao dos diferentes tempos de colheita.

A concentragio do Fe na raiz, para os tratamentos [15] mL e [30] mL, apresenta um comporta-
mento bastante semelhante entre os diferentes tempos de colheita, enquanto que para os tratamentos
[60] mL e [90] mL verifica-se um aumento significativo da concentragdo deste elemento ao longo do
tempo. O tempo de colheita t3 (92° dia apds a germinacao) corresponde ao perfodo experimental
onde se verifica um aumento linear da concentracao do Fe em funcdo dos diferentes tratamentos de
adubagao, ao passo que no tempo de colheita t2 (70° dia apds a germinagao) nao se verificam va-
riagoes significativas entre os diferentes tratamentos. Por fim, no tempo de colheita t4 (126° dia apds
a germinacao) a variagdo mais acentuada ocorre do tratamento [30] mL, aproximadamente igual ao

tratamento [15] mL, para o tratamento [60] mL, tal como se pode observar na figura 5.12(a).

Em relacdo ao Cu, figura 5.12(b), nao se verificam variagoes significativas entre os diferentes
tratamentos de adubagao, com excecao para o tempo de colheita t2 e t3 onde se verifica um ligeiro

aumento da concentragdo do Cu no tratamento [60] mL, em comparagao aos tratamentos anteriores.

Relativamente ao Mn, a concentragao deste elemento na raiz, para os tratamentos [15] mL
e [30] mL é, aproximadamente, igual ao longo dos diferentes tempos de colheita. No entanto, entre
os tratamentos de adubacga@o verificam-se alteracgoes significativas na concentracao do elemento, no-
meadamente, no tempo de colheita t2 e t4, sendo que neste ultimo tempo se regista um aumento

da concentracao do Mn & medida que a quantidade da solugao nutritiva aplicada aumenta (figura
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5.12(c)).

A concentragdo do Zn na raiz diminui significativamente em cada periodo experimental, entre
o tratamento [15] mL e o tratamento [30] mL, com exce¢ao para o tempo de colheita t2 onde as
concentracoes dos diferentes tratamentos sao relativamente préximas. No tempo de colheita t4 é onde
se regista uma diminui¢do mais acentuada da concentragao do Zn, ao passo que o tempo de colheita
t3 (92° dia apds a germinagdo) regista as maiores concentragoes para os diferentes tratamentos de

adubacao, tal como se pode observar na figura 5.12(d).

Com base na figura 5.12, é possivel verificar um aumento significativo da absorgao radicular
de micronutrientes, a excecao do Zn. Nem sempre este aumento apresenta um comportamento linear,
0 que significa que a concentracao dos elementos varia entre os diferentes tratamentos de adubacgao
e/ou ao longo dos tempos de colheita. Entre os micronutrientes apresentados, o que regista maior
concentracao na raiz é o Fe. Os dados relativos a figura 5.12 encontram-se tabelados no apéndice D
(tabela D.1).
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Figura 5.13: Concentracao média de micronutrientes na parte aérea, resultante da aplicacao

de quatro tratamentos de adubagao distintos, em fungao dos diferentes tempos de colheita.

A concentragdo do Fe na parte aérea da planta varia ligeiramente entre os diferentes trata-

mentos de adubagao e tempos de colheita, sendo que a variagado mais significativa ocorre no periodo
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experimental t4, com a diminui¢do da concentra¢ao do Fe do tratamento [15] mL, onde se regista a
maior concentragao deste elemento, para os restantes tratamentos de adubacao, os quais apresentam

um comportamento bastante semelhante entre si, tal como se pode verificar na figura 5.13(a).

Em relacao ao Cu, a maior concentracao deste elemento na parte aérea da planta ocorre para
o tratamento [60] mL, no tempo de colheita t2. A concentragdo do Cu associada ao tratamento [15]

mL e [30] mL néo sofre variagoes significativas ao longo dos vérios tempos de colheita (figura 5.13(b)).

Relativamente ao Mn, figura 5.13(c), é possivel observar, em cada um dos tempos de colheita,
variagoes significativas entre os diferentes tratamentos de adubacao. Nos periodos experimentais t2
e t3 a concentracao do Mn aumenta com o aumento da quantidade da solugdo nutritiva completa
aplicada, enquanto que no tempo de colheita t4 a concentracao deste elemento sofre uma ligeira
redugdo para o tratamento [90] mL. A maior concentragdo do Mn verifica-se para o tratamento [90]

mL, no tempo de colheita t3.

A maior concentracao do Zn na parte aérea da planta verifica-se para o tratamento [15] mL, no
tempo de colheita t3. Neste mesmo periodo experimental, é ainda possivel observar uma diminuigao da
concentracao do Zn a medida que a quantidade da solugao nutritiva completa aplicada aumenta. Nos
tempos de colheita t2 e t3 as concentragoes associadas aos tratamentos [15] mL e [30] mL encontram-se

bastante préximas, tal como se pode verificar na figura 5.13(d).

Através da andlise da figura 5.13, é possivel verificar que, entre os micronutrientes apresenta-
dos, o Cu é o elemento que apresenta concentragoes mais baixas na parte aérea da planta, ao passo
que o Mn, para os tratamentos [60] mL e [90] mL, e o Zn, para todos os tratamentos de adubagao,
sao os micronutrientes que apresentam concentracoes mais elevadas nesta estrutura. O mecanismo
da translocagao de micronutrientes para a parte aérea da planta nao apresenta um comportamento
bem definido, verificando-se algumas oscilacées nas concentragoes dos elementos entre os diferentes
tratamentos de adubagao. Os dados relativos a figura 5.13 encontram-se tabelados no apéndice D
(tabela D.2).

Com base nas figuras 5.12 e 5.13 verifica-se que as concentracoes do Fe e do Cu diminuem,
significativamente, ao longo da planta, isto é, da raiz para a parte aérea. O cendrio inverso verifica-se
para o Zn, ou seja, a concentracao deste elemento regista os valores mais elevados na parte aérea
da planta. Tal facto pode ser explicado pelas interagoes antagonistas Zn-Fe e Zn-Cu. As interagoes
Zn-Fe devem-se, essencialmente, & competitividade entre os ides Zn2t e Fe?T e a interferéncia nos
processos de quelagao durante os mecanismos de absorcao e translocacao do ferro desde as raizes até
a parte aérea. No que diz respeito as interagoes Zn-Cu, estas devem-se a existéncia dos mesmos locais

transportadores para os mecanismos de absorc¢ao do Zn e do Cu [52].

Em relacdo aos macronutrientes, verifica-se, por exemplo, que a concentracdo de Ca na raiz
varia ligeiramente entre os diferentes tratamentos de adubagao, no entanto, no que se refere aos tempos
de colheita, verifica-se um comportamento bastante préximo para os tratamentos [15] mL e [30] mL,
ao passo que a concentragio associada aos tratamentos [60] mL e [90] mL aumenta ao longo dos
diferentes periodos experimentais, o que faz com que a fase final da maturagao fisiol6gica (t4) registe

as maiores concentragoes para estes tratamentos, tal como se pode observar na figura 5.14(a).

Relativamente ao K, é possivel observar, através da figura 5.14(b), que a concentracio deste
elemento na raiz nao sofre variagoes significativas entre os diferentes tratamentos de adubagao, nem

ao longo dos tempos de colheita, & excegdo do tratamento [90] mL que, no perfodo experimental t4,
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regista uma diminuigao significativa em relagao aos restantes tratamentos e periodos experimentais.
O tempo de colheita t3 corresponde ao periodo experimental onde a concentragdo de K regista os

valores mais elevados para todos os tratamentos de adubagao.

Relativamente ao Mg, representado na figura 5.14(c), é possivel verificar que a concentragao
deste elemento se encontra relativamente préxima para os diferentes tratamentos de adubagao, a
exce¢ao do tratamento [90] mL que, no tempo de colheita t3, apresenta uma concentracdo de Mg

inferior em relacao aos restantes tratamentos do mesmo periodo experimental.

A concentragao de P na raiz nao apresenta variagoes significativas entre os diferentes tratamen-
tos de adubagi@o, nomeadamente no que se refere aos tempos de colheita t3 e t4. O tempo de colheita
t3 é o periodo experimental onde os diferentes tratamentos de adubagao registam concentracoes de P
mais elevadas (figura 5.14(d)).
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Figura 5.14: Concentracao média de macronutrientes na raiz, a qual foi submetida a quatro

tratamentos de adubacgao distintos, em fungao dos diferentes tempos de colheita.

Com base na figura 5.14, é possivel verificar que o K é o macronutriente cuja concentragao
na raiz é superior para todos os tratamentos de adubacao estudados, o que pode ser explicado pelo
facto deste elemento apresentar uma elevada mobilidade no sistema solo-planta. Contrariamente, o

Mg é o macronutriente que apresenta as concentragoes mais baixas na raiz, podendo tal facto dever-se
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a existéncia de interagoes antagonistas entre o Mg e o Al. O mecanismo de absor¢ao radicular de
macronutrientes caracteriza-se por variagbes pouco significativas entre os diferentes tratamentos de
adubacao e ao longo dos tempos de colheita. Os dados relativos a figura 5.14 encontram-se tabelados
no apéndice D (tabela D.3).
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Figura 5.15: Concentragao média de macronutrientes na parte aérea, resultante da aplicacao

de quatro tratamentos de adubagao distintos, em fungao dos diferentes tempos de colheita.

A concentragdo de Ca na parte aérea aumenta, significativamente, ao longo dos tempos de
colheita, nomeadamente, no que diz respeito ao tratamento [15] mL, [60] mL e [90] mL. Desta forma,
o tempo de colheita t4 corresponde ao periodo experimental cujas concentragoes de Ca registam os
valores mais elevados para todos os tratamentos de adubagao estudados, & excegao do tratamento [30]
mL que, neste periodo experimental, apresenta uma diminuicao na concentragao deste elemento face

ao perfodo anterior, tal como se pode observar na figura 5.15(a).

Na parte aérea da planta, a concentracao de K apresenta um comportamento semelhante ao
observado anteriormente na raiz, ou seja, as concentragoes associadas a cada um dos tratamentos nao
diferem significativamente entre si. No entanto, no que diz respeito aos tempos de colheita, verifica-se
um ligeiro aumento da concentracao deste elemento de t2 para t3, seguido de uma diminuicao. Desta

forma, verifica-se que t3 corresponde ao periodo experimental onde as concentragoes de K sao mais
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elevadas para cada um dos tratamentos de adubacao estudados, ao passo que a fase final da maturagao

fisiolGgica (t4) é o perfodo onde as concentracoes de K sdo ligeiramente menores (figura 5.15(b)).

Em relagdo & concentracao de Mg na parte aérea, observa-se na figura 5.15(c), um aumento
gradual da concentragao associada ao tratamento [15] mL. A concentragdo referente ao tratamento
[30] mL aumenta do tempo de colheita t2 para t3 registando, neste dltimo periodo (t3), o seu maior
valor. No que diz respeito aos tratamentos [60] mL e [90] mL, estes apresentam um comportamento
bastante semelhante ao longos dos diferentes periodos experimentais, sendo que os seus maiores valores

se registam nos tempos de colheita t2 e t4.

Relativamente a concentracao de P na parte aérea, ndo se verificam variagoes significativas
entre os diferentes tratamentos de adubacao, em cada um dos periodos experimentais, com excecao
do tempo de colheita t2 onde se verifica uma diminuigao da concentragao de P do tratamento [30] mL
para o [60] mL e do tempo de colheita t3, cuja concentragdo aumenta, ligeiramente, do tratamento
[15] mL para o [30] mL. Os menores valores da concentracdo de P nesta estrutura ocorrem no tempo

de colheita t2, para os tratamentos [60] mL e [90] mL, tal como se pode verificar na figura 5.15(d).

Através da andlise da figura 5.15, é possivel verificar que o Mg, tal como observado anteri-
ormente na raiz, é o macronutriente com as concentragoes mais baixas para todos os tratamentos
de adubagao estudados, apesar de que na parte aérea a concentragao deste elemento regista valores
superiores aos apresentados na raiz da planta. Na parte aérea nao existe nenhum macronutriente
com uma presenca maioritaria verificando-se, em contrapartida, um maior dominio de determinados
macronutrientes para diferentes tratamentos e tempos de colheita. Desta forma, no tempo de colheita
t4 do Ca registam-se os maiores valores das concentragoes associadas ao tratamento [60] mL e [90]
mL, enquanto que os tempos de colheita t3 e t4 do P correspondem aos periodos experimentais cujas
concentragoes referentes aos tratamentos [30] mL e [15] mL, respetivamente, apresentam os maiores
valores, comparativamente aos mesmos tratamentos dos restantes macronutrientes. Os dados relativos

a figura 5.15 encontram-se tabelados no apéndice D (tabela D.4).

Com base nas figuras 5.14 e 5.15 concluimos que as concentragdes dos macronutrientes (K, Mg
e P) aumentam da raiz para a parte aérea, ao contrério do que se verifica para o Ca, cuja concentragao
diminui ao longo da planta. Esta situagao pode ocorrer devido a existéncia de interagoes antagonistas
entre o K ¢ o Ca [52].

Nas tabelas 5.1 e 5.2 a seguir apresentadas, é possivel observar o peso seco obtido para a raiz

e parte aérea da planta, respetivamente.

Através dos resultados obtidos para a biomassa seca da raiz (tabela 5.1), verifica-se que o
tratamento [30] mL é, entre os vdrios tratamentos de adubagéo aplicados, aquele cujo peso seco na raiz
aumenta, gradualmente, ao longo dos diferentes periodos experimentais registando, em quase todos

os tempos de colheita, um peso seco superior ao obtido para os restantes tratamentos de adubacao.

Relativamente aos valores obtidos para a biomassa seca da parte aérea (tabela 5.2), verifica-se
que os tratamentos [30] mL e [90] mL correspondem aos tratamentos de adubagéo onde se registam

os valores mais elevados do peso seco para esta estrutura da planta.
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Tabela 5.1: Biomassa seca da raiz obtida para cada um dos tratamentos de adubagao ao longo
dos diferentes periodos experimentais.

Biomassa Seca da Raiz (gpw)

Tratamentos [15] mL [30] mL [60] mL [90] mL
t1 0,13 + 0,03 - - —
t2 0,500 + 0,010 0,800 + 0,010 0,400 + 0,010 1,000 £+ 0,010
t3 0,50 + 0,04 0,90 £+ 0,08 0,80 £+ 0,18 0,80 £+ 0,04
t4 050 + 0,02 1,20+ 0,07 0,50 + 0,16 0,9 + 0,3

Tabela 5.2: Biomassa seca da parte aérea obtida para cada um dos tratamentos de adubacao
ao longo dos diferentes periodos experimentais.

Biomassa Seca da Parte Aérea (gpw)

Tratamentos [15] mL [30] mL [60] mL [90] mL
t1 0,30 + 0,03 — — —
t2 40+£03 70+£03 40=£07 80+£19
t3 30+03 60406 7.0+17 70403
t4 4,0 £ 0,9 10,0+£14 7,0=£1,2 11 +£5

Com base nas concentragoes médias (representadas por [nutriente]medi,) de macro e micro-
nutrientes registadas nas diferentes estruturas da planta e nos valores obtidos para o peso seco (DW
- Dry Weight) dessas mesmas estruturas, é possivel calcular a acumulacao total de macro e micro-
nutrientes (Asotq;) Na raiz, parte aérea e grao de trigo, em unidades de massa, através da seguinte

expressao:

Atotar = [nutriente]media X DW (5.1)

Os valores calculados através da expressdo 5.1 encontram-se tabelados no apéndice D (ta-
belas D.5 e D.6). Face aos resultados obtidos, é possivel verificar que, na fase final da maturacao
fisiolégica (t4), a maior acumula¢ido média de macro e micronutrientes nos graos de trigo ocorre para
o tratamento [30] mL, ou seja, para o tratamento de adubagao onde séo aplicados no solo 30 mL da
solugao nutritiva completa, enquanto que na raiz e parte aérea os maiores valores da acumulagao de
minerais distribuem-se pelos tratamentos [30] mL, [60] mL e [90] mL, independentemente do periodo

experimental considerado.



Capitulo 6

Eucalipto

6.1 Contaminacao dos Solos

O solo é um recurso natural que se caracteriza por uma enorme multifuncionalidade, servindo
de suporte a grande parte dos seres vivos e, como tal, é constituido por matéria mineral, matéria

orgéanica, dgua e ar [53].

Segundo a Ref. [54], “Contrariamente & 4gua e ao ar, a contaminacao dos solos é bastante mais
complexa, na medida em que ocorrem fortes interagoes entre os contaminantes e os componentes do
solo, bem como entre os préprios contaminantes.” Dados os varios impactos (na economia, no ambiente
e na saide publica) que decorrem da contaminacdo dos solos, torna-se necesséria uma intervengao
eficaz. A utilizacdo de determinadas plantas capazes de remover, transferir, estabilizar e destruir
os contaminantes presentes no solo tém-se revelado como uma possivel solugao para o problema em

causa. Esta metodologia ”verde” é designada por fitorremediagao [53, 55].

6.2 Fitorremediacao

A escolha do mecanismo de fitorremediacao a aplicar (fitoextracao, fitodegradacao, fitovolati-
lizagao ou fitoestabilizagio) depende de algumas das caracteristicas do solo que se pretende desconta-
minar, nomeadamente a sua densidade e permeabilidade, o pH, a humidade, o tipo e a concentragao
de metais pesados que se encontram presentes [53]. No entanto, a eficdcia desta técnica ndo depende
exclusivamente dos solos, mas também das caracteristicas apresentadas pelas plantas, denominadas
por fitorremediadoras. De entre essas caracteristicas destaca-se o crescimento rapido, a boa capaci-
dade de absorcao, a elevada producao de biomassa, o sistema radicular profundo, a competitividade,
a tolerancia a determinadas concentracoes de metais pesados e a capacidade de desenvolvimento em
vérios ambientes [56]. Com base no tipo de caracteristicas enumeradas, as espécies de eucalipto tém
sido cada vez mais apontadas como excelentes plantas fitorremediadoras. Exemplo disso sao os estu-
dos descritos nas Ref.s [57, 58]. O processo de interagao solo-planta desta espécie vegetal pode ser

observado através da figura 6.1.
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Figura 6.1: Processo de interagao solo-planta presente na espécie vegetal do género Fucalyptus,
onde é possivel observar a metodologia de descontaminacao dos solos, denominada por fitorre-
mediacio (adaptado da Ref. [59]).

6.3 Material Bioldgico

Neste trabalho utilizaram-se duas espécies de eucalipto, Fucalyptus globulus Labil, também
conhecido por eucalipto comum, e Eucalyptus nitens Deane & Maiden. A escolha da espécie Fucalyptus
globulus deveu-se a sua adaptabilidade em regioes de clima temperado, sendo esta espécie florestal a
mais cultivada em Portugal [60]. Relativamente & espécie Eucalyptus nitens, a escolha foi motivado
pelo facto de ainda néo existir qualquer tipo de estudo onde esta espécie seja utilizada na desconta-
minagao dos solos. Em termos de adaptabilidade, e ao contrario da anterior, esta espécie encontra-se

mais adaptada a climas frios.
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6.4 Implementacao das Culturas de Eucalipto

As espécies de eucalipto utilizadas neste trabalho sao provenientes dos viveiros Altri florestal
Portugal, no entanto o processo da contaminagao dos solos onde estes se encontram foi realizado pelos

colaboradores do DCT da FCT-UNL, num terrago a céu aberto existente no edificio.

Neste estudo foram utilizados vasos com uma capacidade de 4,8 L preenchidos com 3 L de subs-
trato universal SIRA, previamente regado. Foram plantados 30 eucaliptos de cada espécie, realizando-
se duas colheitas, por cada eucalipto, em tempos diferentes. A primeira colheita foi realizada 2 meses
apds a contaminacao dos solos e a segunda colheita foi realizada 4 meses apés a contaminagao dos

mesimos.

O elemento utilizado no processo da contaminagao do solos foi o arsénio (As), mais concreta-
mente, 0 composto inorganico denominado arsenito de sédio (NaAsOs). O As é um elemento que se
encontra presente em alguns produtos usados na agricultura e das duas formas inorganicas, arsenito
AS (III) e o arsenato As (V), o arsenito é o composto inorgénico mais abundante e também o mais
solivel apresentando, assim, uma maior mobilidade e fitotoxicidade comparativamente ao arsenato As
(V) [61].

Inicialmente, fez-se uma solugdo mae contendo 1000 pg/g de As e a partir dessa solugéo
realizaram-se dilui¢oes de 100 pg/g e 200 pug/g. Dessas diluigoes retiraram-se 100 mL para cada planta.
Apés a primeira colheita, registaram-se niveis de As no solo inferiores aos registados inicialmente, o que
fez com que se procedesse a uma nova contaminagao, com a mesma quantidade da solugao utilizada
no inicio do processo. Este procedimento foi adotado dado o facto de se pretenderem niveis de As no
solo praticamente constantes, de forma a simular a realidade que se verifica nas zonas mineiras, onde

os solos se encontram, constantemente, sujeitos a elevados niveis de contaminacao.

6.5 Preparacao das Amostras para Analise por ~-EDXRF

Com o objetivo de determinar a concentracao elementar nas raizes de ambas as espécies de
eucalipto, comegou-se por cortar cada raiz longitudinalmente, com o auxilio de uma lamina cirirgica
de ago inoxidédvel, de forma a obter-se duas partes relativamente homogéneas. Cada uma dessas partes
da raiz foi colocada com a estrutura interna voltada para cima sobre fita de carbono, presente na parte
exterior das caixas de petri. Posteriormente, através da técnica de u-EDXRF, procedeu-se a andlise
quantitativa destas mesmas estruturas. As condigbes de operacao do espetrémetro de y-EDXRF foram

iguais as utilizadas, anteriormente, na andalise dos graos de trigo.

No caso da anadlise das folhas dos eucaliptos, nao foi necessario realizar nenhum corte nesta

estrutura, utilizando-se a folha no seu formato natural.

6.6 Resultados

Os dados quantitativos a seguir apresentados foram obtidos no sistema de u-EDXRF (M4

Tornado” | Bruker, Alemanha).

Relativamente aos dados quantitativos obtidos para a raiz da espécie Fucalyptus globulus
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(figura 6.2), podemos concluir que ao longo do tempo a concentragdo dos elementos presentes na raiz
tem tendéncia a diminuir, como é o caso da concentracao dos seguintes elementos, Cl, K, Cr, Fe, Ni,
Cu e Zn. Ao contrério destes, os elementos como o S, Ca e As registam, dos 2 para os 4 meses apds a
contaminagdo, um ligeiro aumento na sua concentragao. Os restantes (P, Ca e Mn) apresentam uma
concentracao bastante semelhante para ambos os tempos de colheita. Os dados relativos a figura 6.2

encontram-se tabelados no apéndice E (tabela E.1).
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Figura 6.2: Comparagao da concentracao elementar obtida na raiz da espécie Fucalyptus

globulus contaminada com 100 pg/g de As, em funcao dos diferentes tempos de colheita.
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Figura 6.3: Comparagdo da concentracdao elementar obtida na raiz da espécie Eucalyptus

globulus contaminada com 200 pg/g de As, em fungao dos diferentes tempos de colheita.

A aplicagdo de uma maior quantidade de As (200 pg/g) no solo da espécie Fucalyptus globulus
(figura 6.3) permite verificar que a concentragao dos elementos na raiz nao sofreu alteragoes bruscas,
a excegdo do As que, 2 meses apds a contaminagao do solo, registou uma concentracao de (30 & 2)
ug/g quando anteriormente, para o mesmo tempo de colheita mas com 100 pg/g de As tinha apenas
registado (1£0,08) ug/g. No entanto, ao fim de 4 meses a concentragao deste elemento é praticamente

igual em ambas os casos de contaminacao do solo. Os dados relativos a figura 6.3 encontram-se
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tabelados no apéndice E (tabela E.2).

Com base nos dados obtidos para a raiz da espécie FEucalyptus nitens (figura 6.4), é possivel

verificar que a diferenga nas concentragoes dos elementos ao longo do tempo nao é muito significativa,

a excecao do Ca, Cr e Mn cuja concentracdo aos 4 meses é superior a concentragao registada 2 meses

apds a contaminacao. Em termos das espécies de eucalipto verifica-se, para a mesma quantidade de

As aplicado no solo, que a espécie Fucalyptus globulus apresenta maiores concentracoes de todos os

elementos na raiz 2 meses apos a contaminacao do solo, enquanto que a espécie Fucalyptus nitens

regista as maiores concentragoes na raiz 4 meses apds contaminacao do mesmo. Os dados relativos a

figura 6.4 encontram-se tabelados no apéndice E (tabela E.3).
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Figura 6.4: Comparagdo da concentracdo elementar obtida na raiz da espécie Fucalyptus

nitens contaminada com 100 ug/g de As, em fungao dos diferentes tempos de colheita.
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Figura 6.5: Comparagdo da concentracdo elementar obtida na raiz da espécie Eucalyptus

nitens contaminada com 200 pg/g de As, em funcao dos diferentes tempos de colheita.

A aplicagdo de uma maior quantidade de As (200 ug/g) no solo da espécie Fucalyptus nitens

(figura 6.5), permite verificar que a concentragao da maioria dos elementos na raiz permaneceu prati-
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camente igual ao registado anteriormente com a aplica¢ao de apenas 100 pg/g de As. No entanto, os
elementos como o Cl, K, Mn e As registaram um aumento, sendo que este tltimo (As) foi, de todos,
aquele cuja concentracao foi significativamente superior em ambos os tempos de colheita, face ao pro-
cesso de contaminacao anterior. Os dados relativos a figura 6.5 encontram-se tabelados no apéndice
E (tabela E.4).

Relativamente aos dados quantitativos obtidos para a folha da espécie Fucalyptus nitens, 2
meses apds a contaminagio do solo com 200 ug/g de As, podemos verificar que a concentragio de As
presente nesta estrutura é inferior a qualquer uma das concentragoes obtidas para as raizes de ambas
as espécies, o que podera, possivelmente, significar que o As ndo é translocado em grandes quantidades
para a parte aérea, ficando imobilizado nas raizes do eucalipto. Os dados encontram-se tabelados no
apéndice E (tabela E.5).

Os dados cedidos pelos colaborados do DCT da FCT-UNL relativos & concentracao de As nas
raizes (tabela 6.1), os quais foram obtidos através do sistema portatil de fluorescéncia de raios-X,
modelo Niton Thermo Scientific XLT, sao bastante superiores comparativamente aos obtidos através
do espetrémetro de y-EDXRF. Relativamente as folhas do eucalipto (tabela 6.2), ambos os aparelhos
de medigao, registaram vestigios de As nesta estrutura, apresentando o sistema portatil de XRF

valores superiores aos obtidos através da técnica de u-EDXRF, tal como ocorreu para a raiz.

Tabela 6.1: Concentracdo de As presente nas raizes da espécie Fucalyptus globulus e
Eucalyptus nitens, ambas contaminadas com 100 pg/g e 200 pg/g de As. Os resultados

sao apresentados na forma X + o.

Espécie (quantidade de As) Concentragao (ug/g)

globulus (100) 50 + 15
globulus (200) 100 £+ 30
nitens (100) 90 + 30
nitens (200) 130 + 15

Tabela 6.2: Concentracao de As presente nas folhas da espécie Fucalyptus globulus e
Eucalyptus nitens, resultantes da contaminagdo com 100 ug/g e 200 pg/g de As. Os re-

sultados sdo apresentados na forma X =+ o.

Espécie (quantidade de As) Concentragao (ug/g)

globulus (100) 0
globulus (200) 3+ 2
nitens (100) 3+3

nitens (200) 7T+3




Capitulo 7

Conclusoes e Perspectivas

O problema das deficiéncias nutricionais tem sido cada vez mais um tema de preocupagao
por parte das entidades governamentais, organizagoes da sociedade civil e setor privado devido aos

profundos impactos causados nao sé na saide das populagoes, como também, na economia global.

Os cereais sao considerados um excelente veiculo para a biofortificacao uma vez que estes
apresentam custos para o consumidor relativamente baixos, sendo consumidos por uma grande parte
da populagao mundial. Com este trabalho pretendeu-se avaliar a eficicia desta intervengao nutrici-
onal utilizando-se, para tal, o trigo. A biofortificacdo deste cereal revela-se, extremamente, til na
producao de farinha e/ou semolina ricas em nutrientes permitindo, desta forma, minimizar o problema

anteriormente referido.

Com base na técnica de pu-EDXRF utilizada neste trabalho, foi possivel obter informacgoes
qualitativas, que resultam das imagens do mapeamento dos graos de trigo. A partir dessas imagens,
podemos observar que os nutrientes, independentemente da espécie do grao de trigo biofortificado,
localizam-se, essencialmente, nas diversas camadas que compoem o farelo encontrando-se, também,
na regiao do embriao. Tendo em conta esta localizacao dos nutrientes torna-se necessaria a moagem
de todo o grao, incluindo o farelo e o embrido, para a obtengao de semolina (no caso do trigo duro)
e farinha (no caso do trigo mole), ambas integrais, as quais sao utilizadas na produgéo de produtos
biofortificados (massas alimenticias e paes, por exemplo) destinados ao consumo humano. A escolha
do processo tradicional de moagem, no qual apenas se utiliza o endosperma, provoca uma grande

perda do contetido nutricional deste cereal.

Quando uma planta é submetida a um fator de stress, neste trabalho esse fator foi o aumento
da concentragao dos nutrientes disponiveis no solo, a planta responde positivamente numa fase inicial.
Essa resposta consiste, neste caso, num aumento significativo da concentragao de macro e micronutri-
entes no embriao dos graos de trigo duro, apds a aplicagao de 90 mL da solugao nutritiva completa.
O facto do aumento dos nutrientes se verificar no embriao é extremamente importante uma vez que
nesta estrutura do grao encontram-se presentes nao sé as células germinativas, as quais darao origem
a uma nova planta, como também, um forte mecanismo enzimatico que, auxiliado pela presenca de

nutrientes, intervém em atividades metabdlicas como a respiragao e a fotossintese.

Relativamente a diferenca observada ao nivel da concentragao dos nutrientes entre os dois

tratamentos de adubacgao, aplicados sobre ambas as espécies de graos de trigo, é possivel verificar



56 Conclusoes e Perspectivas

que nos graos de trigo mole a diferenca nas concentragoes dos macro e micronutrientes é menor
comparativamente a que se observa nos graos de trigo duro. Este acontecimento pode ser explicado
pelo facto de os graos de trigo mole apresentarem um metabolismo mais estavel e organizado uma vez
que estes resultam de sementes da 4° progenitura. Contrariamente, os graos de trigo duro, tratando-
se da 1° geracao, apresentam entre os tratamentos de adubagao uma desorganizagao metabdlica, que
se traduz numa acumulagido de nutrientes superior para o tratamento [90], em comparacao com o

registado para o tratamento [15].

Face aos resultados quantitativos apresentados para a espécie de Triticum durum Desf. cv
Marialva (trigo duro), os quais foram obtidos através da técnica de AAS, podemos concluir que entre
todos os tratamentos de adubagdo aplicados, o tratamento [30] revela-se como sendo o mais eficaz
no processo da biofortificagdo dos graos de trigo uma vez que neste tipo de tratamento verificou-se
nao s6 uma elevada concentragao de macro e micronutrientes nos graos, como também, uma elevada
producao de biomassa, o que traduz o elevado rendimento do grao resultante da aplicagao de 30 mL da
solugdo nutritiva completa. Embora para os tratamentos [60] e [90] tenhamos encontrado, em alguns
elementos, concentragoes mais elevadas do que nos outros tratamentos, do ponto de vista da producao

de biomassa estes registaram um baixo rendimento.

A presenca de elevadas concentragoes de Zn na parte aérea da planta de trigo duro, ao contrario
das baixas concentragoes dos micronutrientes como o Fe e o Cu registadas para essa estrutura, permite-
nos concluir que o Zn tem uma interferéncia significativa nos mecanismos de absorcao e translocagao
destes elementos (Fe e Cu) para a parte aérea, sendo que a interferéncia é maior no caso do Fe para
o qual se regista uma diminuicao bastante acentuada da sua concentragao ao longo da planta. Esta
interferéncia deve ser tida em consideragao na estratégia de enriquecimento nutricional dos alimentos,

procedendo-se ao ajuste da razao Fe/Zn.

Uma das caracteristicas associadas ao sucesso da biofortificacao estd relacionada com o au-
mento da quantidade de micronutrientes nas zonas comestiveis da planta biofortificada. No entanto,
para garantir o total sucesso desta estratégia nutricional é necessario o estudo da biodisponibilidade
dos micronutrientes por parte do organismo humano, estudo esse que devera ser realizado num trabalho

posterior.

Relativamente aos valores das concentragoes obtidos para as raizes e para as folhas do euca-
lipto, podemos concluir que o facto das folhas serem muito finas e apresentarem uma baixa densidade
faz com que o volume irradiado seja pequeno e dentro desse volume existam poucos dtomos. Em
relagao as raizes, apesar destas estruturas apresentarem uma densidade superior, as concentracoes
elementares obtidas para o As sao relativamente baixas. Os limites de deteccao da técnica para este
elemento nao sao muito elevados, contudo encontram-se na ordem dos valores medidos, o que quer dizer
que na realidade nao existe uma grande quantidade de As nem nas folhas nem nas raizes do eucalipto.
Num trabalho futuro seria interessante moer cada uma das estruturas do eucalipto (raizes e folhas),
de forma a construir uma pastilha compacta para posterior andlise através da técnica de EDXRF com
geometria tri-axial, cujos limites de detecao permitem concentracoes inferiores as detetadas com a
técnica u-EDXRF.
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Apéndice A

Vitaminais e Minerais

Tabela A.1: Minerais e vitaminas utilizadas na fortificagado dos alimentos, segundo o artigo 3°

do capitulo II da Ref. [20].

Minerais

Vitaminais

Calcio
Magnésio
Ferro
Cobre
Todo
Zinco
Manganés
Sédio
Potassio
Selénio
Crémio
Molibdénio
Fluoreto

Cloreto

Fésforo

Vitamina A
Vitamina D
Vitamina E
Vitamina K
Vitamina B1
Vitamina B2

Niacina

Acido Pantoténico

Vitamina B6
Acido Félico
Vitamina B12
Biotina
Vitamina C
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Apéndice B

Mapeamentos do Grao de Trigo

(a) Tratamento [15] (b) Tratamento [90]

Figura B.1: Imagens da distribuicao do P no grao de Triticum durum Desf. (trigo duro) para

os tratamentos de adubagao com 15 mL (a) e 90 mL (b) da solugdo nutritiva completa.

(a) Tratamento [15] (b) Tratamento [90]

Figura B.2: Imagens da distribui¢do do K no grao de T'riticum durum Desf. (trigo duro) para

os tratamentos de adubacdo com 15 mL (a) e 90 mL (b) da solugdo nutritiva completa.
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2000 pm

(a) Tratamento [15] (b) Tratamento [90]

Figura B.3: Imagens da distribuicdo do Ca no grao de Triticum durum Desf. (trigo duro)

para os tratamentos de adubagao com 15 mL (a) e 90 mL (b) da solugéo nutritiva completa.

(a) Tratamento [15] (b) Tratamento [90]

Figura B.4: Imagens da distribuicdo do Zn no grao de Triticum durum Desf. (trigo duro)

para os tratamentos de adubagao com 15 mL (a) e 90 mL (b) da solugdo nutritiva completa.
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(a) Tratamento [15] (b) Tratamento [90]

Figura B.5: Imagens da distribuigdo do Mn no grao de Triticum durum Desf. (trigo duro)

para os tratamentos de adubagdo com 15 mL (a) e 90 mL (b) da solugdo nutritiva completa.

(a) Sementes de Controlo (b) Sementes da 4° progenitura

Figura B.6: Imagens da distribuicdo do P no grao de Triticum aestivum L. (trigo mole)

proveniente de sementes de controlo (a) e sementes da 4° progenitura (b).
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(a) Sementes de Controlo (b) Sementes da 4° progenitura

Figura B.7: Imagens da distribui¢do do K no grao de Triticum aestivum L. (trigo mole)

proveniente de sementes de controlo (a) e sementes da 4° progenitura (b).

(a) Sementes de Controlo (b) Sementes da 4° progenitura

Figura B.8: Imagens da distribuicdo do Ca no grao de Triticum aestivum L. (trigo mole)

proveniente de sementes de controlo (a) e sementes da 4° progenitura (b).
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(a) Sementes de Controlo (b) Sementes da 4° progenitura

Figura B.9: Imagens da distribuicdo do Fe no grao de Triticum aestivum L. (trigo mole)

proveniente de sementes de controlo (a) e sementes da 4° progenitura (b).

(a) Sementes de Controlo (b) Sementes da 4° progenitura

Figura B.10: Imagens da distribui¢io do Mn no grao de Triticum aestivum L. (trigo mole)

proveniente de sementes de controlo (a) e sementes da 4° progenitura (b).
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Apéndice C

Dados Associados a Técnica de
u~-EDXREF: Trigo

Tabela C.1: Dados relativos a concentragao elementar obtida para os dois tratamentos de

adubacao no farelo do T'riticum durum Desf. (trigo duro).

Trigo Duro  Tratamento [15] mL  Tratamento [90] mL

Farelo (ng/g) (ng/g)

Si 800 + 400 600 + 300
P 7000 + 4000 6500 + 1200
S 2900 + 1400 2100 + 400
Cl 2700 + 1400 770 + 120
K 34000 + 17000 28000 + 6000
Ca 3300 + 1600 6000 =+ 3000
Ti 10 + 6 25 + 10
Mn 90 + 40 150 =+ 50
Fe 130 =+ 60 80 + 30
Cu 15+ 5 14+ 3

Zn 100 £ 40 80 = 20
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Tabela C.2: Dados relativos a concentragao elementar obtida para os dois tratamentos de

adubagao no escutelo do embrido de Triticum durum Desf. (trigo duro).

Trigo Duro  Tratamento [15] mL  Tratamento [90] mL

Escutelo (1g/e) (ng/g)

Al 900 + 170 800 + 300
Si 900 + 400 900 + 400
P 1200 + 600 18000 & 9000
S 4400 + 1800 3000 + 1200
Cl 600 + 300 700 + 300
K 240 + 110 16500 + 7300
Ca 1300 + 7000 4000 + 1900
Ti 100 + 40 30 + 20
Mn 30 + 2 200 + 100
Fe 40 + 15 240 + 110
Cu 10+ 2 20 + 8
Zn 60 + 20 180 + 90

Tabela C.3: Dados relativos & concentragao elementar obtida para os dois tratamentos de

adubagao na radicula do embrido de Triticum durum Desf. (trigo duro).

Trigo Duro  Tratamento [15] mL  Tratamento [90] mL

Radicula (1g/8) (ng/g)

Al 1000 + 300 —

Si 640 + 180 280 + 80
P 1300 + 500 19000 + 10000
S 4300 + 300 3500 + 1300
Cl 440 + 70 900 + 300
K 350 + 150 14000 -+ 6000
Ca 1400 + 700 3600 + 1600
Ti 80 + 20 40 + 30
Mn 30 £ 3 400 + 150
Fe 40 + 10 300 + 90
Cu 10 £ 2 20 + 6

Zn 70 + 12 120 + 40




73

Tabela C.4: Dados relativos a concentragao elementar obtida para os dois tratamentos de

adubagdo na nervura de Triticum durum Desf. (trigo duro).

Trigo Duro  Tratamento [15] mL  Tratamento [90] mL
Aleurona (1g/g) (1g/g)
Al 1200 £ 300 —
Si 440 + 160 400 £ 200
1200 + 6000 5500 £ 3000
S 3900 £ 1600 3800 £ 1500
Cl 900 £ 400 900 £ 400
K 17000 + 9000 16000 £ 5000
Ca 4000 £ 1900 6000 £+ 3000
Ti 40 £ 30 40 £ 30
Mn 50 £ 20 900 +£ 500
Fe 900 £ 500 900 £ 500
Cu 30 £ 15 30 £ 10
Zn 300 £+ 200 180 £ 70

Tabela C.5: Dados relativos a concentracao elementar obtida no farelo para os graos de

Triticum aestivum L. (trigo mole), provenientes de sementes de diferentes geragoes.

Trigo Mole Sementes Controlo Sementes da 4° Progenitura
Farelo (ng/e) (ng/g)

Al — 800 £ 300
Si 280 £ 60 700 + 70

P 9000 £ 5000 7000 £ 4000
S 1700 £ 600 2900 £ 1500
Cl 2600 £ 1200 900 £ 400
K 27000 £ 9000 22000 £ 10000
Ca 2100 £ 900 2000 £ 900
Ti 25+ 7 30 £15
Mn 110 £+ 30 100 £ 40
Fe 90 + 30 70 £ 30
Cu 20 £ 5 15+ 3

Zn 90 + 20 100 £ 30
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Tabela C.6: Dados relativos a concentracao elementar obtida no escutelo para os graos de

Triticum aestivum L. (trigo mole), provenientes de sementes de diferentes geragoes.

Trigo Mole Sementes Controlo  Sementes da 4° Progenitura

Escutelo (1g/g) (1g/g)
Al — 1100 =+ 180
Si 190 + 40 360 + 170
32000 + 16000 20000 £ 10000

S 3000 + 1000 6000 + 3000
Cl 1300 =+ 600 580 + 150
K 15000 = 7000 9000 + 5000
Ca 500 =+ 300 1900 =+ 1000
Ti 30 + 15 30 + 15
Mn 110 £ 50 120 + 60
Fe 170 + 80 170 + 90
Cu 30 £ 10 40 + 20
Zn 120 =+ 40 320 + 170

Tabela C.7: Dados relativos a concentracao elementar obtida na radicula para os graos de

Triticum aestivum L. (trigo mole), provenientes de sementes de diferentes geragoes.

Trigo Mole Sementes Controlo Sementes da 4° Progenitura

Radicula (ng/g) (ng/g)

Al — 1000 + 300
Si 420 £ 130 320 £ 110
P 37000 £ 19000 23000 £ 15000
S 3200 £ 1100 3700 £ 1400
Cl 1900 + 900 600 £ 300
K 20000 £ 10000 15000 £ 7000
Ca 700 = 400 2000 £ 1000
Ti 20 £ 10 40 £ 3
Mn 310 £ 160 190 £+ 90
Fe 90 £ 40 130 £ 70
Cu 30 £ 15 30 £ 10

Zn 140 + 50 130 £ 50
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Tabela C.8: Dados relativos a concentragao elementar obtida na nervura para os graos de

Triticum aestivum L. (trigo mole), provenientes de sementes de diferentes geragoes.

Trigo Mole Sementes Controlo Sementes da 4° Progenitura
Aleurona (ng/e) (ng/e)

Si 1160 £ 600 650 £ 400
P 6890 £ 4000 16300 £ 6000
S 2930 £+ 700 2630 £ 900
Cl 1770 £ 700 700 £ 300
K 21200 £ 9000 21000 £ 8000
Ca 3770 + 1700 3740 £+ 1500
Ti 25 +£ 10 20£5
Mn 745 + 400 680 £ 300
Fe 250 £ 100 130 £ 50
Cu 40 + 15 20 £ 5
Zn 280 + 100 1270 £ 700
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Apéndice D

Dados Associados a Técnica de

Espectrofotometria de Absorcao

Atomica

Tabela D.1: Concentragdo média dos micronutrientes Fe, Cu, Mn e Zn na raiz da planta de

trigo duro, submetida a quatro tratamentos de adubagao, em diferentes tempos de colheita.

Colheita [15] mL 30] mL [60] mL [90] mL
Fe (ug/g)

t1 150 =+ 30 — — —

£2 50,000 =+ 0,010 120 + 30 80,000 & 0,010 120 =+ 40
t3 40 + 12 80 + 11 150 + 30 430 + 50
t4 60 + 8 70 + 15 380 + 130 340 + 50
Cu (ug/g)

t1 16,0 + 0,3 — — —

t2 17+7 20 + 5 40 + 10 36 + 16
t3 33,0 £ 1,9 30 + 6 53 4 4 450 + 1,2
t4 38 + 8 3343 44 + 7 43 + 7
Mn (pg/g)

t1 29,00 + 1,09 — — —

t2 20,00 + 1,20 28,00 & 1,00 132,00 &+ 1,00 100,00 £ 2,00
t3 24,00 £ 1,10 24,00 £ 0,60 69,00 + 1,20 67,00 + 4,00
t4 18,00 + 1,20 23,00 £ 2,00 62,00+ 180 175,00 + 0,90
Zn (ug/g)

t1 177,00 + 5,00 — — —

£2 108,00 + 30,00 107,00 + 19,00 91,00 & 30,00 65,00 = 12,00
t3 220,00 + 30,00 140,00 + 16,00 120,00 &+ 7,00 92,00 = 2,00
t4 185,00 + 8,00 54,00 + 3,00 63,00 £ 7,00 65,00 & 4,00
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Tabela D.2: Concentracao média dos micronutrientes Fe, Cu, Mn e Zn na parte aérea da planta
de trigo duro, submetida a quatro tratamentos de adubacéo, em funcao dos diferentes tempos
de colheita.

Colheita [15] mL  [30] mL [60] mL [90] mL
Fe (ug/g)

t1 450 £ 0,6 — — —

£2 454+2  310+15 370+£04 47,0+ 04
t3 3144 42 + 3 41+ 3 42 + 1
t4 70+13 250+ 15 28,00=+0,08 30,0+0,5
Cu (ug/g)

t1 9+1 — — —

£2 11,0+£05 14+4 25 + 3 11,0+ 15
t3 11+4 100412 164 800+ 0,16
t4 90+13 120406 150+15 12,0+ 1,8
Mn (ug/s)

t1 28,0 + 0,3 — — —

£2 150+£04 280+04 125+1  170,0 £ 1,3
t3 120404 280+12 180+ 10 340 + 9
t4 21,0 £ 0,7 480+ 1,8 1850+15 150,0+ 1,1
Zn (ug/g)

t1 65 + 1 — — —

£2 160 +£ 18 150 + 6 100 + 12 95 + 21
t3 273 £ 13 180 + 2 140 + 10 100 + 5

t4 210 £ 6 185 £ 20 280 £ 10 135 £ 2




Tabela D.3: Concentragao média dos macronutrientes Ca, K, Mg e P na raiz da planta de

trigo duro, submetida a quatro tratamentos de adubacéo, em funcéo dos diferentes tempos de

colheita.
Colheita [15] mL [30] mL [60] mL [90] mL
Ca (pg/g)
t1 4300 + 700 — — —
t2 2200 + 600 8000 + 3000 6000 =+ 3000 6000 + 3000
t3 4500 + 500 12000 & 300 10000 4+ 2000 17200 =+ 1200
t4 8500 + 1300 10700 =+ 1300 21000 + 2000 27000 =+ 2000
K (ng/g)
t1 41900 + 700 — — —
t2 24000 + 9000 41000 =+ 8000 32000 4+ 11000 34000 =+ 8000
t3 68000 + 5000 57300 + 1600 55800 + 1800 63700 =+ 1500
t4 38000 + 1000 38000 =+ 3000 27000 + 1000 18900 =+ 100
Mg (ng/g)
t1 800 + 3 — — —
t2 440 + 3 430 + 2 460 + 1 440 + 2
t3 510 + 1 520 + 1 550 + 1 330 + 2
t4 420 + 1 440 + 3 410 + 1 430 + 1
P (ug/g)
t1 6400 + 300 — — —
t2 5200 + 1800 8500 + 1600 7000 4 2000 6100 + 1500
t3 14600 + 1400 13100 + 300 12800 &+ 600 13900 + 800
t4 9800 4 400 7800 =+ 700 9200 + 700 8400 + 200
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Tabela D.4: Concentragao média dos macronutrientes Ca, K, Mg e P na parte aérea da planta

de trigo duro, submetida a quatro tratamentos de adubacéo, em funcao dos diferentes tempos

de colheita.

Colheita [15] mL [30] mL [60] mL [90] mL
Ca (pg/g)

t1 1190 + 10 — — —

£2 1500 & 100 2620 + 120 1840 =+ 150 1900 + 500
t3 4900 4+ 200 9600 + 1400 8000 =+ 2000 12900 & 1200
t4 8000 + 1800 7600 & 400 16200 + 400 21400 =+ 500
K (ng/g)

t1 26500 =+ 800 — — —

£2 53000 + 5000 69000 = 5000 58000 4 6000 57000 + 17000
t3 79300 + 1300 83000 = 2000 87000 & 5000 102200 + 1500
t4 77200 + 1800 55000 & 6000 48500 + 1300 58800 =+ 700
Mg (ng/sg)

t1 1140 + 1 — — —

£2 800 + 3 900 + 2 1320 + 3 1310 + 1
t3 890 + 8 1620 + 10 950 + 5 1000 + 3
t4 1560 + 5 1150 + 4 1290 + 2 1310 + 2
P (ug/g)

t1 5900 + 100 — — —

£2 10300 4+ 400 11300 + 500 6300 £ 700 8000 =% 3000
t3 7700 + 140 13200 + 400 14100 & 1100 13300 + 300
t4 12600 + 700 11600 + 1100 14500 £ 600 1400 = 100




Tabela D.5: Acumulagdo total de micronutrientes na raiz, parte aérea e grao de trigo, em

funcao dos diferentes tempos de colheita e tratamentos de adubagao aplicados.

Colheita Tratamentos Raiz Parte Aérea  Grao de Trigo

Fe (ug)
t1 Controlo 8,9 7,7 —
[15] mL 23.5 189,8 —
£2 [30] mL 93,7 236,5 —
[60] mL 26,4 125,5 —
[90] mL 116,2 390,5 —
[15] mL 20,0 99,9 —
t3 [30] mL 54,3 306,7 —
[60] mL 119,6 291,6 —
[90] mL 3788 306,4 —
[15] mL 25,9 310,0 214,3
t4 [30] mL 75,6 218,7 838,1
[60] mL 261,7 156,4 376.,9
[90] mL 282.5 330,5 3235
Cu (ug)
t1 Controlo 1,2 1,5 —
[15] mL 8,1 455 —
£2 [30] mL 16,4 104,3 —
[60] mL 14,9 83,9 —
[90] mL 34,7 92,8 —
[15] mL 16,1 36,1 —
t3 [30] mL 20,6 74,4 —
[60] mL 42,0 110,3 —
[90] mL 40,6 57,1 —
[15] mL 16,2 38,1 41,3
t4 [30] mL 34,7 105,8 176,8
[60] mL 30,6 83,1 70,7
[90] mL 36,2 136,7 48,5
Mn (pg)
t1 Controlo 2,0 4.8 —
[15] mL 9,0 62,5 —
£2 [30] mL 21,5 214,6 —
[60] mL 46,3 4218 —
[90] mL 94,8 1409,9 —
[15] mL 11,6 38,2 —
t3 [30] mL 16,2 202,6 —
[60] mL 54,7 4275 —
[90] mL 59,4 1338,3 —
[15] mL 8,1 92.5 142,9
t4 [30] mL 24.5 426,7 863,6
[60] mL 42.9 2285,4 677,8
[90]

90] mL 147,0 995.,9 453,0
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Colheita Tratamentos Raiz Parte Aérea  Grao de Trigo
Zn (ug)

t1 Controlo 124 11,0 —
[15] mL 50,0 656,1 —

t2 [30] mL 81,4 1150,0 —
[60] mL 31,8 349,3 —
[90] mL 61,3 775,1 —
[15] mL 105,7 883,7 —

t3 [30] mL 92,5 1320,7 —
[60] mL 95,7 1006,2 —
[90] mL 82,6 7227 —
[15] mL 79,6 932,5 557,6

t4 [30] mL 57,6 1631,2 2098,3
[60] mL 43,4 1585,5 1043,6
[90]

90] mL 55,4 14945 645,4




Tabela D.6: Acumulacdo total de macronutrientes na raiz, parte aérea e grao de trigo, em

funcao dos diferentes tempos de colheita e tratamentos de adubagao aplicados.

Colheita Tratamentos Raiz Parte Aérea  Grao de Trigo

Ca (mg)
tl Controlo 0,3 0,2 —
[15] mL 1,0 6,2 —
£2 [30] mL 6,1 20,2 —
[60] mL 2.0 6,2 —
[90] mL 5,9 16,3 —
[15] mL 2,2 16,0 —
t3 [30] mL 8,2 70,0 —
[60] mL 8,3 56,9 —
[90] mL 15,3 95,6 —
[15] mL 3,7 35,9 2,7
t4 30] mL 114 68,0 11,1
[60] mL 144 91,8 6,0
[90] mL 22.5 2383 6,8
K (mg)
tl Controlo 2,9 4.5 —
[15] mL 10,9 2144 —
£2 30] mL 31,4 535,5 —
[60] mL 11,1 196,7 —
[90] mL 31,5 467,7 —
[15] mL 32,6 256,0 —
t3 [30] mL 37,8 611,5 —
[60] mL 44,1 612,7 —
[90] mL 56,7 754,8 —
[15] mL 16,5 3444 25,6
t4 [30] mL 40,8 491.,6 157,6
[60] mL 18,9 275,1 52,2
[90] mL 15,9 652,3 57,0
Mg (mg)
tl Controlo 0,1 0,2 —
[15] mL 0,2 3,2 —
£2 30] mL 0,3 6,9 —
[60] mL 0,2 4,5 —
[90] mL 0,4 10,8 —
[15] mL 0,3 2,9 —
t3 [30] mL 0,3 11,8 —
[60] mL 0,4 6,7 —
[90] mL 0,3 74 —
[15] mL 0,2 7.0 7.0
t4 [30] mL 0,5 10,3 34,9
[60] mL 0,3 7,3 11,8
[90] mL 0,4 14,6 11,3
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Colheita Tratamentos Raiz Parte Aérea  Grao de Trigo

P (mg)
tl Controlo 0,5 1,0 —
[15] mL 2,4 41,9 —
t2 [30] mL 6,4 86,8 —
[60] mL 2,3 21,3 —
[90] mL 5,7 64,7 —
[15] mL 7,0 24,9 —
t3 [30] mL 8,7 96,2 —
[60] mL 10,1 99,9 —
[90] mL 12,4 98,1 —
[15] mL 4,2 56,3 25,6
t4 [30] mL 8,3 102,9 1314
[60] mL 6,4 82,2 56,0
[90] mL 7,1 156,8 51,5




Apéndice E

Dados Associados a Técnica de
u~-EDXRF: Eucalipto

Tabela E.1: Concentragao dos elementos presentes na raiz da espécie Fucalyptus globulus
aos 2 e aos 4 meses, apds a contaminagao do solo com 100 pg/g de As. Os resultados sdo

apresentados na forma X =+ o.

Elementos Concentracao (2 meses) Concentragao (4 meses)

1e/s 1e/s

P 6300 =+ 500 6400 =+ 500
S 570 + 50 790 + 70
Cl 10700 =+ 900 2050 + 170
K 12900 + 1000 3100 =+ 200
Ca 3300 =+ 300 3900 =+ 300
Cr 7,0 £ 0,6 6,00 & 0,05
Mn 10,0 £ 0,8 10,0 + 0,8
Fe 210 + 17 34+3
Ni 4,0 £ 0,3 3,0+ 0,2
Cu 16 + 1 1241
Zn 115+ 9 85 + 7
As 0,70 + 0,06 1,00 + 0,08




Dados Associados a Técnica de u-EDXRF: Eucalipto

Tabela E.2: Concentracao dos elementos presentes na raiz da espécie Fucalyptus globulus
aos 2 e aos 4 meses, apdés a contaminagao do solo com 200 pg/g de As. Os resultados sao

apresentados na forma X =+ o.

Elementos Concentragao (2 meses) Concentracdo (4 meses)

1e/s 1e/g
P 9100 + 700 5720 + 500
S 2120 + 170 630 =+ 60
Cl 3100 + 200 15100 + 1200
K 7800 + 700 10200 4 800
Ca 11600 + 900 3100 + 200
Cr 10,0 + 0,8 4,0 + 0,3
Mn 22 + 2 6,0 & 0,1
Fe 175 + 15 33+ 3
Ni 5,0+ 0,4 4,0 4+ 0,3
Cu 20 + 2 1441
Zn 140 =+ 10 116 + 10
As 30 + 2 1,0 £ 0,1

Tabela E.3: Concentracao dos elementos presentes na raiz da espécie Eucalyptus nitens aos 2 e
aos 4 meses, apds a contaminacao do solo com 100 pg/g de As. Os resultados sdo apresentados

na forma X + o.

Elementos Concentracao (2 meses) Concentragao (4 meses)

1e/g 1g/g

P 7800 + 600 6600 =+ 500
S 580 + 50 780 + 60
Cl 5500 =+ 400 5200 =+ 400
K 5700 + 500 4200 + 300
Ca 2800 + 200 6200 = 500
Cr 6,0 £ 0,5 8,0 + 0,6
Mn 5,0 & 0,4 9,0 + 0,7
Fe 32+ 3 30 £ 2
Ni 4,0 +0,3 3,0+ 0,2
Cu 1541 13+1
Zn 110 + 10 95 + 8
As 0,50 & 0,04 0,50 & 0,04




Tabela E.4: Concentracao dos elementos presentes na raiz da espécie Eucalyptus nitens aos 2 e

aos 4 meses, apGs a contaminagao do solo com 200 ug/g de As. Os resultados sdo apresentados

na forma X + o.

Elementos Concentragao (2 meses) Concentracdo (4 meses)

1e/g 1e/g

7100 + 600 7200 + 600
S 570 =+ 50 740 + 60
Cl 10600 + 800 4200 + 300
K 12000 4 1000 6700 + 500
Ca 2900 + 200 3500 + 300
Cr 7,0 + 0,6 9,0 + 0,7
Mn 7,0 + 0,6 25 + 2
Fe 40 + 3 35 + 3
Ni 4,0 £ 0,3 3,0 + 0,2
Cu 14 +1 1341
Zn 110 £ 9 90 + 7
As 7,0 + 0,6 1,0 £ 0,1

Tabela E.5: Concentragao dos elementos presentes na folha da espécie Eucalyptus nitens aos

2 meses, apds a contaminagao do solo com 200 ug/g de As. Os resultados sao apresentados na

forma X + o.

Elementos Concentragao (2 Meses)

1e/g

5900 =+ 500
S 910 + 70
K 2900 =+ 200
Ca 4600 + 400
Ti 10,0 + 0,8
Cr 5,0 + 0,4
Mn 50 + 4
Fe 40 + 3
Ni 2,0 £ 0,2
Cu 4,0 +0,3
Zn 80 + 6

As 0,30 + 0,03




