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PREPARO DE AMOSTRAS

Ana Rita de Araujo Nogueira
Grupo de AnBse Instrumental Aplicada - Embrapa Pecuaa

Sudeste, Sao Carlos, SP anarita@cppse.embrapa.br

Resumo

Este texto € um resumo do mini-curso apresentado durante o VIl Encontro
sobre Metodologias da Embrapa, organizado pela Embrapa Meio Ambiente.
A apresentagao teve como objetivo uma introdugao aos principais aspectos
voltados aos cuidados que devem ser tomados para uma boa
representatividade da amostra, envolvendo a coleta, a moagem, o
armazenamento e a amostragem. Também foram abordadas a lavagem e a
desmineralizacdo dos frascos e material que entra em contato com as
amostras e as alternativas existentes para a escolha de reagentes, extragés

e formas de digestao da matéria orgaica.

Palavras-chave - preparo de amostras, digestao, decomposi¢cao, microondas


mailto:anarita@cppse.embrapa.br

rlepalv ue Alusuas Z

Introduéo

Como na maioria das eeas ap licadas, a quimica apresenta-se
fundamental para o fornecimento de informacgés para a tomada de decisés
na agronomia. Ecom o uso de result ados quimicos que é possivel se
conhecer o Q’rau de caracia ou excesso de nutrientes em um solo e a
necessidade de adubacao e calagem (para a correcao do pH do solo). A
quantidade e o tipo de fertilizante necessédo variam segundo o cultivo, a
época e a evolucao deste. A escolha, a quantidade e a fregécia de
aplicacao do fertilizante dependem principalmente de parénetros
decorrentes da observacao direta do cultivo, da anlise do solo e da ankse
foliar. A.determinacao dos elementos essenciais, do pH e da condutividade,
por exemplo, fornecem informagés s obre as caracias inerentes ao cultivo
e ajudam :a,decidir, sobretudo, o tipo e a composi¢cao dos corretivos a serem
aplicados.

Os dados relacionando os teores de minerais ou dos constituintes
proteicos nas plantas, solos e alimentos sao cada vez mais requisitados e um
correto procedimento de coleta e preparo dessas amostras permitem uma
avaliacao eficiente, que iraddirecionar os recursos financeiros e ambientais
com seguranca.

Este curso abordou as etapas de coleta e preparo das amostras, que se
apresentam como as mais demoradas, onde sao gastos os maiores recursos
e onde também se cometem os maiores erros. Foi preparado com base em
texto publicado pela Embrapa sobre coleta e preparo de amostras, em
material produzido pelos Profs. Francisco Krug, Gunter Knapp e Harold

Barnes para o lll Workshop sobre preparo de amostras, realizado em Sao
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Carlos, SP em 10/2000, em palestras apresentadas pelo Grupo de Ankse
Instrumental Aplicada - GAIA durante Encontro sobre preparo de
amostras, realizado em Sao Carlos , SP em 04/2003 e em livro publicado
pelos Prof. Kingston & Haswell, de 1997, sobre decomposic¢és assistidas por
microondas, além da descricao de discussés surgidas nas reuniés de
grupo (GAIA- http://www.dq.ufscar.br/Labs/gaia) e em algumas experiacias
pessoais e resultados recentes da literatura.

Aproveito para agradecer aos organizadores do VIII Encontro Sobre
Métodos de Ankse da Embrapa pel o convite, parabenizando-os pela

organizagcao e empenho e desejando que todos tenham tido uma semana

bastante produtiva, com o aumento dos horizontes profissionais e pessoais.

Coleta de amostras de solo, agua e tecidos vegetais

Além da escolha conveniente do meétodo analitico e estudo .dos
possiveis interferentes, torna-se essencial boa amostragem, preparagao e
solubilizacao da amostra para ankse. Qualquer que se ja o tipo de amostra,
erros significativos poderao ser introduzidos se a etapa de preparagao nao
for satisfatoriamente conduzida.

A amostragem é a primeira fase da anlise. Fpreciso haver integracao
entre os responsueis pela coleta e o laboratério, buscando-se sincronismo
entre a remessa de amostras e a capacidade do laboratorio em executar as
determinacés.

Em alguns casos é necesséio r eduzir consideravelmente a dimensao

da amostra antes que ela seja introduzida no sistema analitico e possa ser
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b.3 em um sistema dinanico
c) Fusao
Dissolucao apos fusao da amostra com fundente apropriado (envolvendo

mudancas quimicas)

@) deéenvolvimento de uma técnica de preparo de amostras que resulte
em uma completa solubilizacado, na retencao de elementos volteis, reducao
das contaminacés do frasco e da atmo sfera, baixos valores de branco dos
reagentes e rapidez € um dos pontos mais fracos de uma anlise quimica.
Atualmente, uma técnica de preparo de amostra que seja universal nao
existe. De;vem ser observados, prioritariamente, os requerimentos do

elemento a ser determinado e da amostra (HOENIG, 2001).
Via Seca

A decomposicao por via seca € provavelmente o mais simples de todos
os tipos de decomposicao. Envolve o aquecimento da amostra em um forno
tipo mufla na presenca de ar a 400-800°C, permitindo a destruicado da matéria
orgaica. Apos a decomposicao, o residuo é dissolvido em éido e
transferido para um frasco volumétrico antes da anbise. Esta técnica é
interessante em funcdo da possibilidade de ser empregado um grande
volume de amostra, para posteriormente ser dissolvido em pequeno volume
de daido antes da determinacao, o que diminui a diluicao e permite
determinacao de elementos presentes em baixas concentragés. Outras
vantagens sao a nao necessidade de emprego de reagentes e o baixo tempo

de atencao exigido do operador. No entanto, o método pode também levar a
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perdas de elementos volteis, como Hg, B, Pb, Zn, Cd, Ca, In, Te, As, Sb, Fe,
Cr e Cu. Apesar de haver a possibilidade de adicao de compostos que visem
retardar as perdas desses elementos, existem outros inconvenientes para
essa técnica, que por isso nao vem sendo utilizada com muita fregécia:

- necessidade de muito tempo para a queima de alguns materiais

- alto gasto de energia

- dificuldade na dissolucao dos materiais apds a queima

- contaminacao.

Fusao

Algumas substacias, tais co mo silicatos ou 6xidos, nao sao
normalmente destruidas pela acao de um éido. Nessa situacao, técnica
alternativa é exigida. A fusao envolve a adicao de um excesso de reagente
(variando de 1:2 a 1:50) sobre a amostra finamente moida, colocada em um
cadinho de platina ou grafite (em alguns casos de niquel ou zircdio),
seguindo-se por aquecimento em forno mufla (300 — 1200 °C). Apos
aquecimento por um dado periodo de tempo (de alguns miﬁutos a vaas
horas), um mineral original ou fases refratéias sdo convertidas em formas
solidas diferentes que sao facilmente dissolvidas em didos, bases ou em
gua. Os reagentes normalmente empr egados incluem carbonato de sodio
(800 °C, dissolvido com HCI), meta ou tetraborato de Li (aquecimento a 900-
1000 °C, dissolvido com HF), e pirossulfato de K (aguecimento a 900 °C,
dissolvido em H,SO,). A adicao do excesso de reagentes leva a um alto risco

de contaminacao. Além disso, as altas temperaturas empregadas aumentam
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o perigo de berdas por volatilizacao e os altos teores salinos da solucao final
podem apresentar problemas na nebulizacao das amostras durante as
anhses. Cuidados devem se r tomados quando se utilizam técnicas tais
como espectrometria otica de emissao com plasma acoplado (ICP-OES).
Dependendo do material do cadinho, podem ocorrer interferacias

espectrais (cadinho de Ni - As, Cr, La, Pb e Zr; cadinho de Zr - As, Ba, Ca, Cr,
La, Pb e V; fusdo com LiBO, em cadinho de Pt — Cr). Essas desvantagens
restringem o emprego da fusao para a determinacao de elementos em faixas
extremamente baixas, no entanto para a determinacao de maiores, menores
e mesmo alguns elementos traco em alguns tipos de matrizes, tais como
algumas ligas methicas, minérios, cera mica, silicatos e cimentos, resultados
satisfatorros bodem ser obtidos, pois os eletrdlitos inorgaicos fundidos sao

solvéntes muito poderosos, que, em altas temperaturas, agem como um

a@ido ou base de Lewis (KRUG et al., 2000).
Via bhida

Os didos mais comumentem ente empregados sao (KINGSTON &

JASSIE, 1988, KRUG et al., 2000):

a) Nitrico (HNO,), ponto de ebulicado - 122 € - agente oxidante mais
utilizado n; digestao de amostras orgaicas, libera os elementos na
forma de nitratos soluveis e € normalmente comercializado em forma
bastante pura, a 65 - 69% (> 69 %, HNO, fumegante]. Em concentracés
inferiores a 2,0 mol I" apresenta-se como pobre oxidante. No entanto,
gquando combinado com édidos compl exantes, principalmente HCI, com

H,O,, ou pelo aumento da pressao e da temperatura, ocorre um grande
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c)

aumento do poder oxidante. Bastante empregado na dissolucao de
metais, ligas e materiais bioldgicos. Nao dissolve Au e Pt, e alguns
metais sao passivados, sendo no entanto facilmente dissolvidos em HNO,
diluido e quando combinado com outros éidos. Ecompativel com as
técnicas por ICP.

Cloridrico (HCI), ponto de ebulicao, 110 €, comercializado com alto grau
de pureza a 36 — 38% (11,6 a 12,4 mol I"). Apesar de ser um éido forte,
nao possui propriedades oxidantes e reage com a maioria dos ctions
methlcos de transicao, formando complexos bastante fortes com Au, Tl e
Hg e mais fracos com Fe, Ga, In e Sn. Os cloretos methicos sao soluveis
em gua, exceto Hg ,CL, e AgCl. Empregado na disscl)ltugéo de metais e
ligas, sais de carbonatos, fosfatos, alguns o6xidos e alguns sulfatos.
Quando em misturas com HNO, (gua régia), empregado na dissolucao
de materiais geoldgicos e amostras ambientais. Ndao é normalmente
empregado para dissolucao de matéria orgaica. Quando em
concentragés baixas de HCI, adequado para uso ¢om ICP-OES, mas
inadequado para ICP-MS (Cl).

Sulfarico (H,SO,), ponto de ebulicao 338 €, comercializado como 98%,
apresenta o ponto de ebulicao mais alto entre os éidos minerais
concentrados mais comuns. til para o desprendimento de produtos
volteis, apresenta boas propriedades desidratantes (reduz-se para SO,
S° e H,S) e oxidantes para ligas, metais, 6xidos, hidroxidos e sulfatos
insoluveis, e é fregantement e empregado combinado com HNO,,
elevando o ponto de ebulicdo da mistura, além de agi‘liz:'ar'o proceséo de
oxidacao, agindo como oxidante inicial das misturas é@idas. Também

usado para remocao de HF e/ou solubilizacao dos fluorcomplexos Metais



ricpdaru uc Alosuas 14

e)

em estado de oxidacdo mais elevado, como Cr*, AI* e terras raras,
podem formar sulfatos duplos com sulfato de potasio, de dificil

solubilizagcado. Por outro lado, os sulfatos de metais apresentam baixa
volatilidade, o que impede perdas por volatilizagdo Cuidado: H,SO, nédo
deve nunca ser empregado em frascos de PTFE (ponto de fusao desses
frascos = 327 €, se deformando a par tir de 260 €), além de apresentar
prob_lema’é de transporte em ICP durante a nebulizacao devido aalta

viscosidade. ‘

Percldrico (HCIO4), ponto de ebulicao 203 €, comercializado a 60 - 72%
(nuca se deve utilizar em concentracés superiores) - a altas

temperaturas, € um forte agente oxidante para matéria orgaica,

apresentakbaixo poder complexante. Quando utilizado isoladamente,
torna-se perigoso devido ao risco iminente de explosao, pela formacao de
percloratos instageis. Cuidado: quando se trabalha com esse tipo de
aido, as amostras contendo hidr oxilas sdo normalmente pré-tratadas
com HNO, antes da adi¢ao de HCIO,.

Fluoridrico — HF, ponto de ebulicao 112 °C, éido fraco, nao oxidante,

6omércializado entre 38 - 48%, € empregado para a dissolucao de
silicatos, pois o F é um poderoso aion comp lexante, reage com os
elementos que forma oOxidos refrata ios dificeis de serem dissolvidos.
Necessidade da adicao de éido borico par a mascarar o HF e dissolver os
fluoretos precipitados. Haperdas de Si como SiF , apos aquecimento e
requer a complexacao do F livre com H,BO,. Também néao se deve usar
vidraria (borossilicatos, atacados pelo HF) e tomar bastante cuidado com
o contato com a pele (em caso de queimadura, como primeiro socorro

deve-se usar gel de gluconato de ckio).
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Na prtica, a maioria dos métodos de dissolugcao de amostras inorgaicas
€ realizada com o emprego de 2 ou 3 & idos, pois diferentes propriedades
uteis podem ser combinadas (ex.: 1 @ ido oxidante e 1 d@ido complexante); 2
aidos podem reagir, formando produt os com maior reatividade do que
qualquer um deles separadamente; uma propriedade indesejagel de um
determinado éido pode ser moderada pel a presenca de outro dido e a
amostra pode ser dissolvida com um éido que a seguir pode ser separado
da mistura por um outro éido (HF + H ,SO,)

Ex:

Nitrico/cloridrico — uma mistura 1:3 de HNO,:HCI, conhecida como §ua
régia,’ forma um intermedido rea tivo, NOCI. Esta mistura é bastante
empregada para dissolugao de ligas metalicas e silicatos, sendo bastante

conhecida devido a sua habilidade em dissolver Au, Pt e Pd.
Alternativas para aquecimento empregando via mida

Dentre os métodos a altas temperaturas empregados em via Gmida
destacam-se o aquecimento por convecc¢ao (blocos digestorés, chama ou
fornos convencionais) e por microondas, normalmente empregando éidos
minerais oxidantes e perdxido de hidrogaio. Métodos em-via umida a
baixas temperaturas também sao empregados, como método de Fenton
(formagdo de radical a partir da reagdo entre Fe” e H,0,), métodos-
enzim#icos, decomposi¢cao com surfactant es e irradiacao por ultravioleta.

As microondas sao ondas eletromagnéticas que cobrem vaJma*faixa de
fregaécia do espectro eletromagné tico que varia de 300 a 300.000 MHz.

Quando um material nao transparente &8 microondas absorve este tipo de
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radiagdo, o material pode sofrer um aumento considergel na sua
temperatura, devido, principalmente, a interacdo da radiacao
eletromagnética com os ions dissolvidos e com o solvente, provocando
migra@o ibica e rotad@o de dipolos . A ocorracia deste dois processos, que
ocorrem quando as microondas interagem com a solugao de um éido (ou
mistura de aidos) usado para a digestao da amostra de interesse, resulta
em um movimento molecular no material, que também contribui para o
aquecimlen‘to do mesmo KINGSTON & JASSIE, 1988).

Os fornos microondas sao constituidos basicamente de um gerador de
microondas, um guia de ondas, uma cavidade ressonante, uma fonte, um
sensor e um controlador. Atualmente existem no mercado sistemas
fechados, os-.chamados sistemas de digestao tipo cavidade e o sistema com
microondas focalizadas, que trabalha com frascos abertos a pressés
préximas @mbiente.

A escolha do melhor forno de microondas deve levar em consideracao
os frascos de digestao oferecidos (desenho, capacidade, durabilidade e
custo), os sensores de temperatura e de pressao (custo, durabilidade e
tempo de resposta), os programas para o controle e aquisicao de dados, a
opcao para secagem dos digeridos e os dispositivos de seguranca.

Os fornos de microondas com cavidade, por operarem com recipientes
fechados apresentam como potencialidades (KINGSTON & HASWELL, 1997):
- maiof eficiacia na dissolugcao em altas temperaturas
- possibilidade de utilizacao de somente éido nitrico par a a decomposicao

da amostra
- reduzido risco de perdas de analitos por volatilizacao

- risco reduzido de contaminacgés devidas ao ambiente de trabalho
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- menor consumo de reagentes de alta pureza

Porém, devem ser observadas as seguintes limitacés:

- as massas de amostras devem ser reduzidas (< 1 g inorg. e < 0,5 g org),
devido apossibilidade de aumento da pressao interna gerada pelos
produtos gasosos nas reagés de decomposicao (principalmente
amostras cujos produtos gasosos sao CO, e NO,)

- atencao deve ser dada quanto ahom ogeneidade das amostras, para
evitar diferencas entre os frascos durante a decomposicao.

- a decomposicdo de ligas methcas e metais pode gerar H ,, o que
aumenta o risco de explosao

- necessidade de resfriamento e despressurizacao dos frascos para adicao

de reagentes durante o ciclo de aquecimento.

Aplica@s tpicas de um forno de microondas com radia@o focalizada

O emprego de microondas com radiacao focalizada é interessante do
ponto de vista de segurancga, pois opera a pressao ambiente, permite a
adicao seqéncial de reagentes, podem ser usados frascos de PTFE, vidro ou
quartzo, possibilidade de uso de H,SO, devido & altas temperaturas,
permite o emprego de massas de até 10 g de amostra. Porém, podem
ocorrer perdas por volatilizacdo de alguns elementos (NBREGA et al.,

2002).

Frascos utilizados em microondas

Em sistemas abertos, podem ser empregados frascos de vidro tipo
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pPyrex” Em sistemas fechados, deve-se observar que as temperaturas a
serem atingidas durante a digestao estarao limitadas pelo tipo de frasco
utilizado, além da resistdacia quimica, capacidade para extrusao
(termoplasticidade), capacidade para usinagem, densidade e transparacia
& microondas .‘_(no aquecimento por mi croondas). Frascos construidos em
PTFE (pc')zlitetrafluoretileno — Teflon® podem apresentar problemas de
contaminégéo “{efeito de memoria) e PFA (perfluoralkoxi) — fluorplético
processuel, apresentam limitacdo da temperatura (maimo 260€). No

entanto, apresentam diversas vantagens na dissolucao da amostra, como
aceleracao da digestao, possibilidade de uso de HF ou gua régia sem
problemaé, dissolucao das amostras sem perdas por volatilizacao,
diminuicdo dos valores do branco, devido & diminuicés das

contaminacgés. Frascos de quartzo s ao utilizados quando altas temperatura

sao necesséas (KINGSTON & HASWELL, 1997).

Diferenas basicas entre fornos de microondas de uso domsético e de uso
laboratorial

A principal caracteristica sao os aspectos relacionados aseguranca, de
forma a que nao haja possibilidade de vazamento de radiacao. Se uma
possivel explosao ocorrer, a porta é fabricada de maneira a amortecer essa

explosao e resistir ao impacto.
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Preparo de Amostras Agroninicas

Normalmente uma grande variabilidade de amostras orgéaicas, como
plantas, frutos e solos, além dos adubos e fertilizantes sao considerados
como materiais agrontnicos. O desenvolvimento de técnicas de
preservacao também vén prom ovendo a necessidade de um aumento do
controle das amostras de silagem, envolvendo técnicas de fermentacao,
desaeracao etc. Os subprodutos de origem animal, como leite e tecidos
animais também devem aqui ser considerados.

Nas amostras de tecido vegetal, dentre as anlises referentes ajualidade
nutricional, como proteina, fibra, digestibilidade e gordura, normalmente sao
determinados os macro constituintes, como N, Ca, Mg, P, S e K e os micro
constituintes, como Cu, Fe, Mn, Zn e Co. Outros metais que podem vir a ser

toxicos, como Cd e Pb também sao freqgantemente solicitados.

Amostras de Solos

Para fins de fertilidade, normalmente sao feitas extracés com solucés
salinas (e.g. 1,0 mol I KCl), quelatos orgaicos (e.g . DTPA), éidos. diluidos
(e.g. solucdo de Melich - 0,01 mol I' HCI + H,SO,), gua (e.g. extragdo de B
com gua quente) ou resinas trocadoras de ions (e.g. Amberlite). Em todos
os métodos, o proposito final € uma simulacao do que ocorre no solo, na
tentativa de serem determinados os elementos realmente disponiveis &
plantas, que estariam presentes na dupla camada externa do solo. Para a
obtencao de resultados que possam ser comparados, uma homogeneidade

dos resultados € obtida com a padronizacao dos procedimentos a partir de
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protocolos bastante especificos. No Brasil existem diversos programas
colaborativos que se dedicam ao estabelecimento e avaliacdao desses
protocolos, sendo que no estado de Sao Paulo o Instituto Agrontnico de
Campinas coordena programa que reune cerca de 150 laboratdérios. Outros
programa importantes sao os coordenados pela Embrapa Solos (Rio de
Janeiro) e ROLAS (Rio Grande do Sul).

Por outro lado, para a obtencao de teores totais de analitos em amostras
de so‘I:o,'necesséo quando se deseja conhec er as caracteristicas minerais,
digestés émprégando HF sao necessa rias, para a quebra dos compostos
silicatados. Nesse caso, ocorrem perdas do Si como SiF, e o uso de HF
durante -0 preparo deve ser precedido dos cuidados no manuseio desse
dido. Durante as determinacés, deve- se atentar para a nao existacia de
residuos de HF, pois dependendo da técnica de determinacao utilizada
cuidados especiais deverao ser tomados para se evitar ataques a materiais
que contenham silicio (vidro ou quartzo). A complexacao do F livre deve ser
feita com a adigao de H,BO,. Alternativa para determinacgés totais dos
elementos em solos, para fins ambientais, € o uso de extragao empregando
gua régia (HOENIG & KERSABIEC, 1996; HOENIG, 2001).

Independente da técnica de extracao, a técnica de deteccao utilizada
dependé‘das condi¢és do laborator io, nao havendo restricés, desde que
esteja sendo v-empregada de maneira correta. Quando as determinacgés sao
feitas em ICP, deve-se sempre observar os limites de deteccao e
guantificacao, os possiveis problemas de nebulizagcao devido & diferencas
de viscosidade e tensao superficial entre as amostras e as solucés
analiticas, além de possiveis interfer@cias espectrais e de ionizacao,

recomendando-se o uso de padrao interno.

de amostras.
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