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Introducao

A Embrapa Arroz e Feijdo, apoiada pelos programas
Harvest-Plus, Agrosalud e projeto Monsanto-
Embrapa, vem atuando na biofortificacado do
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) com os
minerais ferro (Fe) e zinco (Zn), no intuito de
desenvolver cultivares comerciais com fontes
elevadas desses nutrientes, dada a sua importancia
na alimentacdo humana (NUTTI et al., 2010). O
processo se inicia por meio do desenvolvimento de
populacOes segregantes a partir de cruzamentos
genéticos entre acessos provenientes do banco

de germoplasma previamente selecionados.

Nesse sentido, o processo de extracdao mineral

em amostras dos graos de interesse e sua
determinacao sao requisitos na avaliacdo e na
selecao das cultivares genéticas melhoradas.

Para a determinacao dos nutrientes presentes em
amostras de tecido vegetal, como os graos de
feijoeiro comum, deve-se promover a oxidacao
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da matéria organica, disponibilizando-os a forma
aquosa. O método de extracao mineral normalmente
utilizado para este fim é a digestao por via Umida,
que se utiliza do ataque promovido por meio acido
e térmico (SILVA, 1999). Ainda que a digestao
via Umida nitro-perclérica em bloco digestor seja
uma técnica tradicional na dissolucao de tecidos
vegetais, especialmente por solubilizar quase
totalmente a amostra e ser menos onerosa, o

seu processo apresenta algumas limitacoes tais
como: emissao de vapores téxicos, o que implica
necessidade de utilizacao de equipamentos
especiais (capela de exaustdo de gases); tempo
para o processo de digestdao demasiado longo;
alta probabilidade de contaminacao; e riscos de
seguranca aos analistas devido a capacidade
explosiva do acido perclérico (BERNARDI et

al., 2008). Um método alternativo é a digestao
assistida de amostras por micro-ondas, digestor
especifico para laboratérios analiticos, que traz
vantagens como a eliminacao do uso de acido
perclérico, reducao de tempo e menor contaminacao
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das amostras (MELO; SILVA, 2008). Embora a
metodologia tradicional apresente boa recuperacao
de minerais em amostras de feijdo, ha a
necessidade de um método répido de extracdo para
rotina laboratorial e, assim, de ajustes na técnica
de digestao assistida em sistema fechado de micro-
ondas. Para este fim, comparou-se a técnica de
digestao acida com a técnica de digestao assistida.
Aplicou-se para a amostra de feijoeiro comum tipo
preto, proveniente do Banco de Germoplasma da
Embrapa Arroz e Feijao (BRS Valente), a digestao
umida nitro-perclérica e realizaram-se testes
utilizando diferentes volumes de &cido nitrico na
digestao assistida em micro-ondas. Optou-se por
apenas uma amostra, para viabilizar um estudo

da recuperacao mineral com maior nimero de
repeticoes (grau de liberdade), aumentando a
confiabilidade das inferéncias estatisticas, o que
significa intervalos de confianca mais estreitos.

Para garantir a qualidade de um resultado

analitico, é importante verificar as incertezas a ele
associadas. A exatidao de um resultado pode ser
comprovada através do emprego de materiais de
referéncia obtidos pela participacdao em programas
interlaboratoriais, que, ao trabalharem com métodos
independentes, podem comparar quantitativamente
os resultados obtidos quando levam em
consideracao todos os fatores de influéncia para as
variabilidades do processo de medicao envolvido.
Quando se deseja avaliar o desempenho técnico
dos laboratérios, especialmente em testes de
proficiéncia, sdo adotadas técnicas estatisticas
como o Z Score. O conceito da estatistica “z” da
distribuicao normal é a base matematica desta
técnica (CHUI et al., 2004). Outras medidas
estatisticas para aceitacao ou rejeicao de dados
que seguem uma distribuicdo normal podem ainda
ser empregadas no intuito de comparar o valor
obtido em um experimento a um valor obtido por
um método de referéncia. Nesse caso, podem-

se empregar os testes de hipétese nula H, para

a média e a variancia dos métodos estudados,
também conhecidos como teste T de Student e
teste F, respectivamente (SKOOG et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi determinar a eficiéncia
na recuperacao de minerais por meio do método

de digestdao em micro-ondas adaptado e analisar se
essa recuperacao é confidvel com o uso de menor
volume de &cido nitrico, otimizando-se, desta forma,
o método. Neste comunicado, sao relatadas todas

as etapas e procedimentos para a conducao das
analises, assim como, discutidos os resultados e
o alcance dos principais objetivos do trabalho com
base em andlise estatistica e célculo do Z Score.

Materiais e métodos

Reagentes

® Acido Nitrico (HNO,) 65% P.A. (Merck)

® Acido Perclérico 70% P.A.(QM)

® Agua deionizada (Milli-Q)

® Solucdo de mistura nitro-perclérica (2:1)

® Solucao estoque de Fe 1000 mg.kg'(SpecSol)
® Solucdo estoque de Zn 1000 mg.kg'(SpecSol)
® Solucdo de acido nitrico 5% (20 L)

°

Detergente com pH neutro

Materiais

Sacos plasticos transparentes (11 cm x 16 cm)
Espatula de plastico

Placas — Petri (diam. 6 cm)

Torquimetro

Tubos de polifltor alcoxi etileno (PFA) para micro-ondas
Tubos de ensaio em vidro (Vidrolabor)

Suporte para tubos de ensaio em aco inoxidavel
Suporte giratério para tubos de PFA (carrossel)

Baldes volumétricos de 100 mL (Vidrolabor)

Frascos ambar de vidro 150 mL (Vidrolabor)
Micropipeta eletronica até 100 uL (Pipetman)

Tubos de polifltor alcoxi etileno para acondicionamento

de extrato
® Peneira de plastico
® Papel toalha

Equipamentos

® Digestor de amostras micro-ondas (Mars)

® Bloco digestor de aquecimento

® Espectrémetro de absorcao atémica
(Perckin ElImer 306 - 1979)

® Moinho de bolas de zircénio (Restch)

® Agitador de tubos tipo vortex (Biomixer)

® Estufa retilinea (Fanem)

® Balanca analitica (Celtac)

Preparo de Solucées

Solucao nitro-percloérica (2:1)
Adicionaram-se 200 mL de &cido nitrico 65% e

100 mL do acido perclérico 70% a uma proveta
graduada de 500 mL. Transferiu-se a solucdo obtida
para um recipiente de armazenamento devidamente
identificado e estocou-se a mistura em laboratério a
temperatura ambiente.
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Preparo das solucdes padrao

Prepararam-se as solucdes padrao a partir de diluicoes
de solucdo estoque SpecSol (1.000 mg.kg™") para

os minerais Fe e Zn. As diluicdes foram realizadas
utilizando-se 20% do &cido nitrico 65%, completando-
se o volume com agua deionizada (Milli-Q), utilizando
micropipetas e baldes volumétricos de 100 mL.

Construiu-se entdao uma curva de calibracdo com as
concentragées variando de 0,0 mg.kg' a 2,0 mg.kg™
a cada 0,5 mg.kg". Devido a liberacao de calor no
preparo da solucdo, aguardaram-se 24 horas até

que a temperatura da solucao se estabilizasse, e
entdo, aferiu-se o menisco. Agitaram-se as solucoes
manualmente, e transferiram-se para frascos de vidro
ambar devidamente descontaminados.

Métodos

Procedimento para limpeza e desconta-
minacao de vidrarias

A adequada limpeza e descontaminacao dos
materiais empregados para a determinacao de
micronutrientes em amostras de feijdo é uma etapa
importante e imprescindivel para a obtencao de
resultados confidveis e seguros. Especialmente o
elemento Fe*?, que se apresenta bastante sollvel,
pode servir como fonte de contaminacao, ja que esta
presente na composicao de diversos equipamentos
e materiais de laboratério e, em sua forma oxidada,
representa uma fonte contaminante ainda maior.
(ANALISA, 2009). Dessa forma, os materiais

foram previamente lavados em agua destilada e
posteriormente descontaminados, sendo imersos em
uma solucao de acido nitrico a 5% por 24 horas.

Procedimentos Operacionais

Preparo da amostra

® Coleta

Foram coletadas manualmente 20 vagens na altura
do terco médio das plantas, de forma aleatéria e
sem o contato dos graos com o solo, para evitar

a contaminacao da amostra. As amostras foram
coletadas na regido de Porangatu-GO sem estresse
hidrico ao final de 2008. Em seguida, os grdos
recém colhidos foram armazenados em camara fria
a temperatura de 10 °C até o momento do preparo
da amostra para a realizacao dos testes.

* Moagem

Para o processo de extracao mineral, lavaram-se os
graos de feijao com agua destilada (2x), utilizando-
se peneira de plastico para evitar a contaminacao
das amostras por metais. Secaram-se os graos com
papel toalha para remocéao do excesso de umidade
e, posteriormente, em estufa a 60 °C por 12 horas.
Em seguida, moeram-se os graos utilizando-se o
moinho de bolas de zirconio.

* Pesagem

Para a pesagem das amostras, utilizaram-se
espatulas e luvas de plastico para que nao houvesse
contaminacao de metais na amostra. Para a
determinacao de Zn em feijdo, ndo é indicada

a manipulacdao da amostra com a utilizacao de

luvas latex, ja que o talco apresenta em sua
composicado 6xido de zinco, servindo como fonte

de contaminacao. Utilizou-se balanca analitica
previamente calibrada nas pesagens.

Procedimentos para extracao mineral de
feijoeiro comum

Este trabalho teve como objetivo o aperfeicoamento
do método de digestdao em sistema micro-ondas

e a avaliacao de sua precisdao com a variacao do
volume de acido. Assim, para a realizagado dos
testes, optou-se por utilizar a mesma massa da
amostra adotada no método tradicional adaptado
(digestao umida nitro-perclérica), ja que esta
guantidade é representativa da populacao amostral
e, com menor massa, pode-se otimizar o tempo

de moagem, acelerando a realizacdao das analises.
Para reduzir interferéncias, a digestdao das amostras
pelos diferentes métodos foi realizada no mesmo
dia, assim como a leitura das amostras. O teste
prosseguiu utilizando a mesma amostra de feijao
preto BRS Valente, aumentando-se o grau de
liberdade para oito, a fim de melhorar a exatidao e
reduzir o erro.

Digestdao umida nitro-perclérica (2:1)
Seguindo a adaptacdao do método tradicional
descrito por Horwitz (1997) para digestao nitro-
perclérica, pesou-se 0,200 g da amostra de
feijao. Adicionaram-se 2 mL da mistura &cida
nitro-perclérica (2:1), e entdo prosseguiu-se o
agquecimento gradativamente até a temperatura
de 210 °C. Para isso, elevou-se a temperatura em
50°C a cada meia hora. Apéds trés horas de digestao
a temperatura maxima, retiraram-se as amostras
do bloco de aguecimento a fim de se adicionarem
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mais 2 ml da mistura 4cida. A digestdo prosseguiu
até que o volume final estivesse baixo e o extrato
limpido. Ao final da digestao, resfriaram-se as
amostras, pesaram-se 0s extratos finais em balanca
analitica, e entao, diluiram-se as mesmas utilizando
20 g de agua deionizada (Milli-Q).

Digestdo assistida em micro-ondas com
volume reduzido de acido

Pesou-se 0,200 g da amostra de feijao em tubos de
polipropileno descontaminados. Na primeira bateria,
adicionaram-se 2 mL de &cido nitrico e completou-
se 0 volume com 3 ml de 4gua deionizada (Milli-Q).
Fecharam-se os tubos utilizando um torquimetro e
programou-se o0 equipamento para 15 minutos de
digestao a temperatura de 170 °C, determinando-se
o tempo de rampagem de 10 minutos. Ao finalizar
a digestao, retiraram-se os tubos do carrossel
(suporte giratério), pesaram-se os extratos em
balanca analitica e entao diluiram-se as amostras
com 20 g de agua deionizada (Milli-Q).

Digestdo assistida em micro-ondas
(sistema fechado) com maior volume de
acido

Pesou-se 0,200 g da amostra de feijao em tubos de
polipropileno descontaminados. Na primeira bateria,
adicionaram-se 3 mL de &cido nitrico e completou-
se 0 volume com 3 ml de dgua deionizada (Milli-Q).
Fecharam-se os tubos utilizando um torquimetro e
programou-se o0 equipamento para 15 minutos de
digestdo a temperatura de 170 °C, determinando-se
o tempo de rampagem de 10 minutos. Ao finalizar
a digestao, retiraram-se os tubos do carrossel
(suporte giratério), pesaram-se os extratos em
balanca analitica e entao se diluiram as amostras
com 20 g de agua deionizada (Milli-Q).

Determinacao de umidade

O método empregado para a determinacao de
umidade seguiu o procedimento gravimétrico
descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (ZENEBON;
PASCUET, 2005), baseado na remocao da agua
por aguecimento. Inicialmente, identificaram-se as
placas de Petri e prosseguiu-se o teste, colocando-as
em estufa durante 16 horas a 105 °C = 5°C, até
que atingissem o peso constante. Apds esse periodo,
as placas foram removidas da estufa e colocadas

no dessecador durante 1 hora a fim de resfriarem

e nao absorverem umidade. Pesaram-se entao as
placas em balanca analitica e anotaram-se os valores
das massas. Adicionou-se 1,000 g - 1,0010 g da

amostra, e anotou-se o peso novamente. Apds a
pesagem, colocaram-se novamente as placas de
Petri com amostra em estufa até que atingissem

0 peso constante. Apds retirar as placas com
amostra da estufa, colocaram-nas no dessecador
durante 1 hora. Pesaram-se as placas com amostra,
registrando-se os pesos.

Determinacao de minerais Fe e Zn por
espectrometria de absorcao atémica em
chama de ar/acetileno

O equipamento utilizado para a determinacéao de
Fe em espectrometria de absorcao atémica foi o
espectrofotometro da Perkin EImer 306 em chama
de ar/acetileno. As amostras foram armazenadas
em tubos de polipropileno e identificadas com

a sigla de sua nomenclatura. Para a realizacao

da leitura de Fe e Zn, calibrou-se o equipamento
selecionando-se os comprimentos de onda no UV-
VIS a 248,3 nm e 213,9 nm, respectivamente.
Ajustou-se a corrente da lampada de catodo oco
de acordo com a especificacao da lampada e a
posicdo do feixe de luz colinear com a fenda do
queimador. Aguardaram-se 15 minutos até que

a lampada estivesse aquecida e estavel, e entao
realizou-se a leitura das amostras.

Procedimentos para tratamento estatis-
tico e avaliacao de dados

indice de desempenho, exatiddo

Calculou-se o valor de “z” para cada método
através da expressado z = (x - u)/s, onde “x” é

o valor do resultado obtido pelo método para a
amostra do programa interlaboratorial FAPAS; “u”
é a estimativa do valor verdadeiro obtido pelos
laboratérios participantes (fornecido pelo FAPAS);
e “s” é a estimativa do desvio padrao para “u”. A
aceitacao do resultado obtido pelo método seguiu o
seguinte critério: se | z | < 2, indica desempenho
satisfatorio; se 2 < | z | < 3, o desempenho é
questionavel; e quando | z | > 3, o desempenho é

considerado nao satisfatério (CHUI et al., 2004).

Andlise de variancia e comparacdao de mé-
dias

Para determinar se as diferencas das variancias e
médias encontradas para as amostras de feijoeiro
comum entre as medidas dos dois métodos

sao estatisticamente significantes, aplicou-se
respectivamente os testes F e T. Aplicou-se a

ao nivel de significancia de 0,05 e 8 graus de
liberdade. O nivel de significancia representa a
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probabilidade de se ter um erro pela rejeicdo da
hip6étese nula. Com a a 0,05, tem-se 95% de
confiabilidade de que a resposta fornecida pelo teste
seja verdadeira (SKOOG et al., 2007).

Discussao dos Resultados

Os resultados das concentracdes de Fe e Zn obtidos
para a amostra BRS Valente no espectrofotémetro
de absorcao atébmica podem ser observados na
Figura 1. Para a avaliacao do indice de desempenho
de cada método, utilizou-se uma amostra controle
de origem vegetal do programa de proficiéncia
laboratorial FAPAS, cujos teores de Fe e Zn séo
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Figura 1. Teores de Fe e Zn obtidos para a amostra BRS
Valente por diferentes métodos de digestao.

conhecidos.

Para a avaliacdo da dispersdao dos dados na
determinacdo de Fe e Zn para a amostra BRS
Valente e a sua exatidao, utilizaram-se graficos
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Figura 2. Dispersao de valores em preciséo para a leitura
de ferro.
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de bolhas representados nas Figuras 2 e 3,
respectivamente.

Figura 3. Dispersdo de valores em precisdo para a leitura de

zinco.

Para a determinacao de Fe, os resultados obtidos
apresentaram melhor precisao pela metodologia
tradicional, porém, observa-se que para todos

os métodos a dispersao dos valores foi baixa.
Calculando-se o | z | da amostra proveniente
do programa interlaboratorial FAPAS para

fins de comprovacao estatistica, os valores
obtidos para Fe situaram-se dentro da faixa de
desempenho satisfatério (| z | < 2), mostrando
gue as determinacdes obtidas pelos métodos
estudados estdao em 6tima faixa de exatidao.
Para as determinacdes de Zn, observa-se que

os resultados apresentaram linearidade, onde o
método da digestao assistida em micro-ondas
utilizando-se maior volume de acido apresentou
menor dispersdo. Calculando-se aindao | z |,
observou-se que, pelo método tradicional, este
indice apresentou seu valor um pouco acima

da faixa aceitavel, desempenho questionavel,
demonstrando que a exatidao para este mineral
é melhor pela digestao assistida via micro-ondas.
Observando-se que a exatidao na leitura de Fe

e Zn foi satisfatéria para ambos os métodos de
extracao mineral via micro-ondas, a opcéao pelo
método de digestao utilizando menor volume

é vantajosa, ja que se minimizam os custos

em reagentes e a geracao de residuos. Para se
avaliarem diferencas estatisticas entre os métodos
da digestao assistida via micro-ondas com 2 mL de
acido nitrico e a digestdo Umida nitro-perclérica,
aplicaram-se os testes Fe T comaa 0,05 e 8
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graus de liberdade. O valor tabelado de F foi de
3,79, enquanto os valores para Fe e Zn calculados
foram de 20,15 e 2,39, respectivamente.
Observando-se que para o Fe o valor encontrado
foi maior que o tabelado, infere-se que para

esta leitura houve diferenca estatisticamente
significativa entre as variancias. A fim de
determinar se as médias também apresentaram
diferencas estatisticas, aplicou-se o teste T,

com a hipotese de heterocedastia (variancias
diferentes) para o mineral Fe. Os valores obtidos
entdo para Fe e Zn foram de 0,5501 e 0,0154
respectivamente, enquanto o tabelado foi de
2,306. Os resultados evidenciam que, para as
médias, ndo houve diferencas estatisticas para
ambas as determinacdes minerais pelos diferentes
métodos de digestao. A diferenca estatistica entre
as variancias para a determinacao de Fe pode ser
justificada pela alta variacdo na leitura para este
mineral pelo equipamento da Perkin Elmer 306,

de baixa sensibilidade e precisdo em relacao a
amostras de baixos conteldos desses minerais.

A literatura registra que o espectro do ferro,
devido a sua complexidade em linhas espectrais,
pode ocasionar vérias interferéncias espectrais
(JAEGER et al., 2000). Observa-se ainda que este
é um espectrofotdmetro antigo, fabricacao datada
em 1974, apresentando oscilacoes freqlentes

da chama. Com isso, a validagcdo dos resultados
por meio do teste T (hip6étese de médias iguais)

e o célculo do indice | z | foram fundamentais,
mostrando que os resultados se apresentaram
com satisfatéria exatiddao na determinacao mineral
pelo método de digestao assistida em micro-ondas
para ambos os minerais. Conclui-se entdo que o
método de extracao mineral por digestdo assistida
via micro-ondas com 2 mL pode ser aplicado com
confiabilidade e precisdo para a analise de feijoeiro
comum.
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