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APRESENTACAO

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria - Embrapa, objetivando melhor qualidade e
uniformizag¢do em seus laboratorios, tem apoiado, desde 1995, reunides anuais entre técnicos diretamente
envolvidos em andlises laboratoriais.

Durante o I MET — “Workshop de Metodologias dos Laboratérios da Embrapa da regiao Sudeste”,
que ocorreu entre 6 e 8 de dezembro de 1995, ficou clara a necessidade de maior intercimbio entre
profissionais que trabalham em laboratdrio, o que se refletiu no entusiasmo dos participantes e demanda por
manuais técnicos de uso comum.

Este documento foi elaborado a partir de reuniées realizadas no ambito do Il MET - “Workshop de
Metodologias dos Laboratérios da Embrapa das regides Sudeste e Centro-Oeste”, realizado entre 27 e 30 de
agosto de 1996, no Centro de Pesquisa de Pecudria do Sudeste (Sao Carlos, SP). A segunda reunido contou com
a participagdo de profissionais da Embrapa das regides Sudeste e Centro-Oeste e de outras institui¢oes de
pesquisa e ensino, e priorizou discussoes sobre coleta, acondicionamento e preparo de amostras.

Para evitar insucessos no emprego de técnicas analiticas, hd necessidade de maior controle de
qualidade nos processos analiticos. Esse fato tem suscitado o interesse de pesquisadores na participagio em
programas interlaboratoriais, visando estabelecer procedimentos a serem observados nas andlises em todo o
seu processo, desde a fase de amostragem no campo até as determinagées analiticas no laboratorio, e se for o
caso, introdugdo de novos métodos e/ou técnicas.

A publicagao deste manual, envolvendo inicialmente “Coleta, acondicionamento e preparo de
amostras”, constitui um dos resultados dessa primeira fase de trabalhos e seguramente se refletira nos padroes
de qualidade dos resultados de pesquisa dentro da Empresa, além de constituir valioso subsidio para os
profissionais que atuam em institutos de pesquisa e universidades.

A continuidade deste trabalho vird demonstrar mais uma vez a importancia da colaboragdo entre os
técnicos que enfrentam os mesmos problemas em seu dia a dia. Ndo se intencionou esgotar o assunto, mas sim
dar o primeiro passo para, em um documento, reunir sugestoes de procedimentos de amostragem,
acondicionamento e preparo de amostras de solos, dgua, plantas e materiais relacionados a nutri¢do. Algumas
destas sugestoes estardo, sem divida, passiveis de alteragdes, em virtude do desenvolvimento e aprimoramento

das técnicas utilizadas em que se enquadram as diversas agdes do homem nos recursos naturais.

Os Editores
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1. INTRODUCAO

Considerando as atividades passiveis de serem uniformizadas nas diferentes
situagoes de uso e manejo do solo, decidiu-se sugerir procedimentos de coleta e preparo
de amostras a serem utilizadas em determinagdes de rotina. Excecdo se faz para o caso da
determinagdo de nitrato. Nao estdo incluidas as orientagdes para amostras utilizadas em

investigagdes cientificas, cujos métodos encontram-se ainda em fase de estudos, ndo
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2. 50L0

2.1 INTRODUCAO

Qualquer tipo de andlise de solo tem por objetivo determinar quantitativamen
caracterfsticas quimicas, fisicas ou biolGgicas, que representam os reais valores &
respectiva caracteristica dentro de uma faixa de dispersio confidvel e estatisticament
fundamentada. A condigio para isto é que o procedimento analitico, juntamente com o
preparativos pertinentes, ndo contenha erros sistemdticos (também entendidos como
declinagbes) ou até erros graves (p.ex., segregantes ndo considerados). Mesmo que
estas condigbes sejam atendidas, o dado analitico encontrado somente ird representar o
valor real se o material ou substrato utilizado para a anélise for representativo do todo
qual ele pertence.

O problema da representatividade poderia ser evitado se pudesse ser analisad
todo o universo do material investigado. Isto, entretanto, é pura teoria, exceto pan
aquelas determinagGes em amostras de pequenos volumes em que se pretende avaliar i
condigbes imediatamente adjacentes ao ponto de amostragem. Na prética,
determinagdes podem ser conduzidas apenas em “partes do todo”, ou seja, em amostra,
em que os resultados possam permitir inferir a concentragdo ou a caracteristica do tod.
Destarte, a amostragem, obedecendo a um dos principios estatisticos para a minimizagio
de erros, ¢ de grande importéncia para a exatidio do valor encontrado pela andlise, o
seja, a aproximagido maxima possivel do valor real.

Quanto mais passos ou procedimentos houver para a coleta da amost
(composigiio de uma amostra a partir de subamostras, acondicionamento, transport,
secagem, preparo em laboratério, etc.) mais dificil sera a obten¢do do valor real. A
obtengiio do valor real também ¢é dificultada quando determinado elemento ou substénc
analisada niio ¢ uma grandeza constante, alterando-se até o momento da andlise, podendo
levar, assim, & alteragio do valor real (p.ex., teor de dgua, concentragdo de nitrato o
amonio, atividade de microrganismos).

A amostragem de solo néo é pratica simples e deve ser rigorosamente executads,
seguindo as instrugdes baseadas em consideragdes de ordem cientifica (HOFFMAN,
1991),

2.2. AMOSTRAGEM

2.2.1. CRITERIOS PARA A DIVISAO DA AREA DE AMOSTRAGEM

Um requisito importante para que a amostragem seja bem sucedida € a escolha da
drea da qual serdo retiradas as amostras simples (também denominadas de subamostras).

O tipo de solo € um critério utilizado para a divisao da area ou gleba, mas, dentro
de um mesmo tipo de solo, devido a diferentes coberturas vegetais, cor do solo, posi¢ao
no relevo, drenagem e histdrico da area, nova subdivisao deve ser procedida, pois cultivos
diferentes exigem manejos diferentes, tais como a adubac@o (mineral ou orgéanica) ou o
controle de plantas daninhas, pragas e doencgas. Esta nova subdivisdao € importante,
principalmente quando se pretende quantificar os teores de nutrientes para as plantas ou
os residuos de pesticidas em culturas subseqiientes.

Areas mal drenadas, formigueiros, area com acimulo de esterco, depdsitos de
adubos, area de acimulo de palhada proxima a acdo de trilhadeira, etc., que nio
representem a superficie utilizavel, devem ficar de fora da amostragem. Deve-se delimitar
a area a ser amostrada longe o suficiente (2 a 5 metros) de rodovias, estradas rurais,
cercas ou depésitos em geral. Para solos em que se pratica a olericultura, o principio é o
mesmo, mas, pelo fato de possuir dreas menores, o distanciamento deve ser menor,
porém, ndo menor do que 1,0 metro.

Mesmo quando se divide ou escolhe uma area considerada homogénea no sentido
acima exposto, a heterogeneidade ainda pode ocorrer, dependendo da caracteristica a ser
determinada. Segundo HEMINGWAY (1955), a variancia do erro na determinagio de
nutrientes aumenta quando esterco, calcdrio ou adubo mineral sao aplicados ao solo.

Havendo esta heterogeneidade dos solos, que pode ser acentuada em solos
arenosos, em que a fertilidade quimica ¢ intimamente relacionada com o manejo do

material organico, surge a questdo a respeito da quantidade de subamostras a coletar para
preparar uma amostra composta.




2.2.2. NUMERO DE AMOSTRAS SIMPLES OU SUBAMOSTRAS
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Quando se fala em nimero de amostras simples a coletar, sempre surge a questio
referente ao nivel de exigéncia na amostragem sem causar, todavia, volume de trabalho
impraticavel ou economicamente invidvel.

Em estudos sobre a coleta de amostras, pode-se identificar a magnitude do em
da amostragem e calcular o nimero de subamostras necessério para que haja equivaléci
entre o volume de trabalho (laboriosidade) e o nivel representativo do ermo da
amostragem. Em geral, a confiabilidade dos resultados aumenta com o nimero d
subamostras. Entretanto, para a quantificacdo de nutrientes visando recomendagio d:
adubagio, 10 a 20 subamostras da camada aravel (0-20 cm) de uma drea de 1 a2 hectares
(em casos de grande uniformidade do terreno, até 4 ha) sdo consideradas suficients
(OLSON et al., 1958; CAMERON et al., 1971; ILK & NIMMERVOLL, 1974). &
subamostras sdo coletadas em ziguezague, em pontos distanciados de 15-20 passos umd
outro e acondicionadas num recipiente pldstico limpo (p.ex., balde de 5-10 litros), pu
posterior composi¢ao da amostra propriamente dita.

Procedimentos mais refinados de amostragem dos solos podem ser adotadosen |
dreas de investigagdo cientifica, 4reas criticas ou em dreas agricolas, em que
intensificagdo do processo produtivo, associado ao uso mais criterioso de insumos, vai &
consolidando.

Tais procedimentos englobam o estudo da variabilidade espacial das propriedades do s
consideradas, objetivando a interpolagdo dos seus valores, possibilitando, assim, 2

espacializag@o e maior precisdo das adubagdes.
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2.2.3. PROFUNDIDADE DE COLETA DE SUBAMOSTRAS

7 N

De maneira geral, a amostra é retirada a profundidade de 20 cm, devendo
representar uma por¢cdo uniforme de O a 20 cm. Em dreas ainda ndo preparadas
mecanicamente (aracdo, gradagem, etc.) ou com cobertura morta, deve-se limpar a
superficie do solo nos locais escolhidos para retirar as subamostras, removendo-se folhas,
ramos ou galhos com cautela suficiente para nao remover parte significativa do solo.

A adogdo das amostragens a 20 cm apresenta vantagens na uniformizacido do
procedimento, que permite a comparacdo de resultados obtidos no passado, visando a
constitui¢dao de um histérico da fertilidade quimica, e também possibilita a comparagio
com resultados de andlise de solos de outras localidades.

Amostragem nessa profundidade vem sendo normalmente adotada em sistemas
de cultivo convencional, em que o preparo do solo, para a semeadura da cultura anual,
consiste numa aragdo e duas gradagens. Nesse sistema, o solo sofre revolvimento na
camada de 0-20 cm. Objetivando averiguar o ambiente radicular no subsolo, recomenda-
se ainda que se faca a amostragem nas profundidades de 20-40 e 40-60 cm. Ha evidéncias
(RAIJ, 1988; PAVAN & VOLKWEISS, 1986) de que nestas profundidades a presenca de
alta quantidade de aluminio, associada a deficiéncia de cdlcio, possa atuar como barreira
quimica, impedindo o crescimento radicular em profundidade. Segundo OLIVEIRA et al.
(1996), para o algodoeiro, o conhecimento das condi¢des de acidez subsuperficial € muito
importante, pois saturagdes de aluminio superiores a 20% podem comprometer ou até
inviabilizar a cultura nestas dreas. Este procedimento de amostragem também ¢
recomendado para dreas novas de cultivo.

Em pastagens sob manejo extensivo, em que raramente se fazem adubagdes ou

renovagoes, também se recomenda a amostragem na profundidade de 0-20 cm.
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Em sistemas de plantio direto ha tendéncia de concentragdo dos nutrientes e da matéria
organica nos primeiros centimetros de solo, devendo-se basicamente ao padrao de
mobilidade dos fons no solo, nao incorporacdo de fertilizantes e corretivos mediante o
revolvimento e ao enriquecimento das camadas mais superficiais pela decomposi¢io dos
residuos das culturas (VIEIRA, 1996). Assim, visando detectar a existéncia ou nao de um
gradiente de fertilidade, torna-se necessario executar amostragem mais estratificada: 0-10,
10-20, 20-40 e 40-60 cm. Tal procedimento deve ser adotado também para pastagens sob
manejo intensivo.

Para culturas perenes (p.ex., café e frutiferas) ja instaladas, amostrar de 0-10,
10-20, 20-40 e 40-60 cm na projecao da copa, que € o local da adubagio, e outra entre as
linhas de plantio ou no centro das ruas. Segundo PAVAN & CHAVES (1996), a
aplicac@o de fertilizantes durante varios anos sob a proje¢ao da copa causa nao apenas um
gradiente de fertilidade vertical, como no plantio direto, mas também horizontal. Segundo
0s mesmos autores, embora as culturas perenes tenham sistema radicular mais profundo,
elas apresentam menor demanda de nutrientes por volume de solo e por unidade de tempo
do que as culturas anuais, devido ao crescimento lento e a absorcdo diferencial de
nutrientes durante o ano. Isto torna necessdrio que se avalie maior nimero de camadas
para o diagnéstico da fertilidade. Na instalacao das culturas, a amostragem deve ser feita
na profundidade de 0-20, 20-40 e 40-60 cm.

A amostragem em lavouras de cana-de-agticar deve ser feita nas profundidades de
0-25 e 25-50 cm. A adubagdo freqiiente de vinhaga nesse sistema torna necessaria

amostragem também a 0-10 cm.
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A profundidade de amostragem para solos de vdrzea deve ser varidvel com o tipo
de solo e de acordo com a sua diferenciagdo vertical. Segundo COSTA (1996), os solos
de vérzea sdao aqueles encontrados nas planicies dos rios, onde se desenvolveram pela
deposi¢do de sedimentos. Ha variacdes acentuadas, ndo sé devido a sedimentagcdo no
sentido horizontal, mas também devido a vertical. Assim, a profundidade de amostragem
deve ser varidvel com o tipo de solo e de acordo com sua diferenciag@o vertical. Nos
solos do tipo gley pouco himico, amostragens de 0-20 cm e 20-40 cm podem
caracterizar a fertilidade do solo. Nos solos organicos, maiores profundidades devem ser
exploradas, sendo importante determinar o substrato mineral, o que pode ocorrer a partir
dos 80 cm, exigindo, assim, amostragens a 80-100 cm, principalmente no inicio da
exploragdo da varzea (COSTA, 1996).

A interpretacdo dos resultados do solo de varzea requer cuidado especial, pois as
determinagdes quimicas sdo feitas na presenca de atmosfera com oxigénio. Nestas
condigdes, os elementos reduzidos vao se oxidar com O, atmosférico. As principais
alteracdes quimicas sdo: diminuicdo no valor de pH, aumento de AI’*, diminuigio nos
teores de Fe®*, Mn™, SZ', PO43' e outros. Portanto, os resultados das determinagdes
quimicas podem nao refletir as reais condicdes das plantas provenientes de varzeas ou
solos inundados. As principais dificuldades encontradas quando se deseja analisar
amostras provenientes de solos inundados sao, dentre outras: 1) amostragem sem contato
com O, atmosférico e seu transporte até o laboratdrio; 2) homogeneizagao e pesagem das
amostras; 3) acondicionamento das amostras.

Em solos em que hé reflorestamento, recomenda-se a amostragem a 0-20 ¢
20-40 cm.

A amostragem visando a quantificacao de residuos de pesticidas em culturas

subsequentes deve ser executada a profundidades de 0-10 cm e 10-20 cm.




2.2.4. COMPOSICAO DA AMOSTRA

A composicdo ideal da amostra se da pelo quarteamento do material, ou seja,
homogeneizar bem as subamostras contidas no recipiente e despejar em uma folha de
plastico de aproximadamente 70-100 cm de lado. Em seguida, espalhar o material e
dividi-lo em 8 areas. Descartar duas por¢des de solo de cada lado, localizadas frente a
frente, mas nao avizinhadas (Fig. 1). O material restante deve ser novamente
homogeneizado repetindo-se o mesmo procedimento anteriormente descrito até que se
obtenha a amostra desejada. Para a determinacao de nutrientes, uma quantidade de 300-
500 g de solo € o suficiente. Caso o solo apresente grande quantidade de fragdo grosseira
(calhaus, cascalhos e matacdes), ha a necessidade de 1-2 kg de material.

Devido a variabilidade existente na densidade dos solos de varzea,
principalmente nos organicos e gley himico, € importante garantir o envio de amostra de
500 g de solo, mesmo que os volumes encaminhados para a andlise sejam diferentes
(COSTA, 1996).

No local, a amostra, uma vez composta, deve ser seca ao ar e a sombra sobre uma

Pa-

Figura 1. Sugestao de quarteamento do material e descarte de porc¢oes

folha de pléstico limpa.
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Obviamente que, dependendo da caracteristica a ser analisada (p.ex., nitrato,
atividade microbiana), esta sugestio de composicdo de amostra de solo deve ser

modificada.
2.2.5. MATERIAL PARA A AMOSTRAGEM

A coleta de amostras pode ser feita com diversas ferramentas, dependendo da

disponibilidade do equipamento e da acuricia exigida.

Um equipamento adequado para a amostragem de solos € o trado, que, muitas
vezes, € concebido e fabricado nas préprias institui¢cdes de pesquisa. Constitui-se de um
tubo de ago leve, contendo uma fenda lateral ao longo da profundidade a ser amostrada
(normalmente mede 1,50 m) e extremidade inferior cortante. Possui demarcagdes a cada
5 cm ao longo da fenda e, na extremidade superior, apresenta um cabo disposto em “T"".
E importante frisar que existem firmas internacionais especializadas na confec¢io desse

equipamento.

Como se pode observar na Fig. 2, existem varios tipos de equipamentos para a
amostragem do solo: o trado holandés, que tem bom desempenho em qualquer tipo de
solo, mas exige grande esforco fisico; o trado de rosca, mais adequado para solos
arenosos e umidos; o trado caneco, ideal para solos secos e compactados, nao exigindo
muito esforgo fisico; o calador, ideal para amostragem em terra fofa e ligeiramente
umida e a pd de corte ou pa reta, equipamento mais disponivel e simples para o
agricultor, e que deve ser usado isoladamente em terra imida e fofa, ou com o enxadio
em solo seco e compactado (LOPES & GUIMARAES, 1989). Ha solos extremamente
compactados em que se utiliza uma chibanca, que é semelhante a um pequeno alviio ou
picareta. Um problema que se tem freqiientemente observado € o uso de materiais

potencialmente contaminantes e relativamente pesados para a tarefa (p.ex., ago
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galvanizado). Ao se proceder a coleta das 15-20 subamostras na édrea delimitada, «
pessoa, que logo entra em cansago devido ao peso do equipamento, passa a considerar «
coleta de 7-10 subamostras como “adequada” para a analise. E importante que se colete

sempre o mesmo volume para cada subamostra.

Trado Trado de Trado - .
Holandés rosca calador caneco pai0e oo

T

Figura 2. Equipamentos mais comuns para a coleta de amostras de solos

Fonte: LOPES & GUIMARAES, 1989

2.2.6. EPOCA DE AMOSTRAGEM

A época de amostragem ideal estd entre a colheita e a adubacio subsequente. A
ultima adubacio, entretanto, ndo deve estar muito préxima da amostragem, sendo que a
adubacao organica deve ter sido executada ha 8 semanas e a mineral ha 4-6 semanas.

Para a amostragem deve ter havido precipitagao pluviométrica minima de 10
mm. O solo deve permitir preparo mecanico, como aragao ou gradagem (ponto de sazio).
ou seja, quando molhado, ndo deve estar plastico ou muito plastico, e quando seco, nao
deve estar duro ou muito duro. Apés chuva copiosa deve-se esperar 2 a 4 dias para atingii

a consisténcia adequada para a amostragem para uma boa homogeneizacao.



2.2.7. FREQUENCIA DE AMOSTRAGEM

Enquanto que para o [APAR (1996) a amostragem de solos pode ser realizada em
intervalos de 3 a 5 anos, para RAIJ et al. (1985) a amostragem deve ser repetida em
intervalos que podem variar de um a quatro anos. No entanto, para ambos, o intervalo das
amostragens pode ser diminuido se for observado algum comportamento diferencial no
desenvolvimento da cultura, caso a gleba receba maior aplicacdo de adubo ou se houver
emprego de novo critério de adubag@o ou correcdo do solo, indicados pelos 6rgaos de
pesquisa ou assisténcia técnica.

Em dreas irrigadas recomenda-se amostrar o solo anualmente.

Em pastagens, a amostragem deve ser anual em dreas cultivadas com espécies
exigentes sob pastejo (p.ex., capim-colonido, grama-estrela, napier), capineiras (p.ex.,
napier, cana-de-acticar e guatemala) ou alfafa. Em dreas com forrageiras menos
exigentes, como braquidarias, andropogon e capim-gordura, a amostragem pode ser feita

em intervalos de 2-3 anos (MARUN, 1996).

2.2.8. ALGUMAS RECOMENDACOES GERAIS PARA A AMOSTRAGEM

Bem antes da utilizacdo da estatistica na amostragem, alguns procedimentos
gerais para a coleta de amostras se desenvolveram na prédtica e, assim, possibilitaram a
diminui¢ao de erros. Para o caso de solos sdo considerados importantes os seguintes

procedimentos:

¢ independentemente do tamanho, as amostras oriundas de maior numero de
subamostras sao melhores do que aquelas formadas de poucas subamostras;

e quanto maior for a quantidade da fragdo grosseira do solo (cascalhos, calhaus e
matacdes), maior serda a quantidade de subamostras a coletar da drea delimitada e mais

laboriosa sera a tarefa.
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e com o intuito de evitar erros sistemdticos, as subamostras devem ser retirada:
transversalmente a orientagdo da linha de plantio, preparo do solo ou da adubagao;

® na amostragem e na elaborac@o/preparo da amostra, cada cascalho, calhau ou matacao
deve ter a mesma chance de estar presente na amostra composta ou nos passos para a sua
composi¢ao, ou seja, cada tipo de fracdo grosseira deve ter a possibilidade de constituir a
amostra composta, nas mesmas proporg¢des que as encontradas no solo amostrado;

e aamostragem do solo deve ser conduzida quando esta no seu ponto de sazao, ou seja,
num estado de consisténcia em que se possa proceder a arag@o ou a gradagem;

* ndo fumar durante a coleta das amostras, pois cinzas de cigarro de qualquer natureza
podem afetar o resultado da andlise de solo, principalmente com relag@o aos teores de

potéssio.
2.3. ACONDICIONAMENTO E IDENTIFICACAO DA AMOSTRA

O acondicionamento de amostras para andlise visando levantamento da
fertilidade deve ser em sacos plasticos limpos para 1,0 ou 2,0 kg, dependendo da
quantidade de amostra composta (v. tépico 1.4). Na falta de etiqueta, o material do saco
deve possibilitar identificacao com o nimero, origem da amostra e cobertura vegetal.

Para o acondicionamento de amostras visando a quantificagao de nitrato deve se
proceder da seguinte maneira: apds coleta da amostra, esta, ainda imida, deve ser
acondicionada em saco plastico, identificada e armazenada em caixas térmicas contendo
gelo reciclivel ou em tambor contendo nitrogénio liquido para transporte até o
laboratdrio. Para periodos mais longos de armazenamento, a amostra deve ser guardada
sob temperatura de 4°C.

Para a quantificacdo de residuos de pesticidas, as amostras devem ser

acondicionadas em tubos de PVC utilizados na amostragem ou em saco pldstico de



polietileno transparente. O transporte deve ser feito o mais rdpido possivel para o
laboratério em caixas térmicas contendo gelo reciclavel ou em tambor contendo
nitrogénio liquido. Para periodos mais longos, conservar em congelador (-20°C),
observando-se as caracteristicas do principio ativo.

A amostra pode ser identificada da seguinte maneira:
e nome do solicitante;
e data e periodo da amostragem;
e local da amostragem: estado, municipio, nome da propriedade e, se possivel, as
coordenadas locais;

e numero da amostra;

profundidade e nimero de subamostras;

tamanho da area amostrada;

tipo de relevo (encosta de morro, terra plana, alto do morro, varzea ou baixada);

e observacdes complementares sobre o estado atual do solo, condi¢des climdticas,

vegetacdo predominante, cultura anterior, idade da cultura perene ou semi-perene,

etc.;

¢ informacdes sobre adubagdes ou pesticidas indicando tipo e quantidade aplicados.
LEMOS & SANTOS (1996) apresentam sugestdes de fichas para descricao de

amostras de solos, além de procedimentos para descri¢@o e coleta de solo no campo

para a execu¢do de levantamentos pedoldgicos.

2.4. REGISTRO E PREPARO DA AMOSTRA

A amostra de solo, ao chegar no laboratério, deve estar devidamente

{entificada (v. tépico 2) para ser registrada e, posteriormente, preparada.
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2.4.1. REGISTRO

Cada laboratério possui um sistema de registro especifico, mas geralmente a
amostra recebe um nimero de laboratério, que deverd ser colocado na folha de
informacao (folha de resultado de andlise de solo) para posterior identificagdo. O nimero

de registro também é colocado nas caixas contendo as amostras ja preparadas.

2.4.2. SECAGEM

Para determinagdes quimica e fisica (fertilidade), a amostra deve ser espalhada
numa mesa ou prateleira com superficie lisa de material ndo contaminante. A secagem ao
ar se procede a sombra, em que torrdes maiores e frageis sdo quebrados manualmente e,
em seguida, faz-se o revolvimento da amostra para agilizacdo da secagem. A secagem
também pode ser feita em estufas com circulacdo forcada de ar e sob temperatura nao
excedendo 40°C. Temperaturas mais altas podem acarretar alteracdes nos teores de

fésforo, potdssio, enxofre, ferro e manganés, dentre outros.

2.4.3. MOAGEM, PENEIRAGEM E ARMAZENAGEM

A amostra seca pode apresentar ainda alguns torrdes menores, aos quais ha
necessidade de aplicar, com as duas maos, um rolo de madeira ou utilizar almofarizes
com pistilo de porcelana para uma perfeita moagem. Deve-se ter o cuidado de nao moer
cascalhos e calhaus. Em muitos laboratdrios sdo utilizados moedores automaticos de
martelo. Apés a moagem de cada amostra, deve ser feita limpeza do equipamento,
utilizando-se pincéis, ar pressurizado, etc. A contaminac@o de amostras com elementos do
material do préprio equipamento é desprezivel.

Apbés a moagem, a amostra € passada em peneira com malha de 2 mm e

posteriormente acondicionada em caixa de papeldo, pote de vidro ou plastico.
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Embora seja pequena a quantidade de amostra necessdria para todas as
determinagdes (< 50 cm’), deve-se preparar quantidade maior (> 300 cmd), para facilitar a
cachimbagem ou pesagem, além de possiveis repeticdes.

O armazenamento de amostras de solo deve ser feito em local seco e,
normalmente, por um periodo de 3 meses para o caso de haver solicitacdo de reandlise.
Em institui¢des de pesquisa onde sdo realizados estudos de adubacdo, os laboratdrios
devem ser encorajados a formar um banco permanente de solos, pois com os resultados
de producao de campos experimentais e das determinacdes quimica e fisica, torna-se
possivel calibrar novos métodos que venham a ser desenvolvidos ou fazer ajustes nos ja
existentes. Nunca é demais refor¢ar que os locais onde as amostras sdao manuseadas
devem se manter sempre rigorosamente limpos e em ordem, evitando-se manipular sacos
de adubo nas salas de preparo e estocagem de amostras de solo. E importante evitar a
presenca de produtos de limpeza que possam contaminar as amostras.

Para a determinagdo de residuos de pesticidas o procedimento € idéntico ao
descrito anteriormente, observando-se, contudo, as caracteristicas do principio ativo e do

método de analise.
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as amostras da luz e do aumento de temperatura. Se o tempo necessario para a colet.
¢ o transporte superar algumas horas, o uso de gelo pode ser uma alternativa.

Entende-se por material sendo amostrado a dgua de abastecimento doméstice
e industrial, rios, lagoas, represas, estuarios, chuva, dgua subterranea, solugdo de sol
(extratores, piezOdmetros), agua de escoamento superficial, dgua de irrigag¢do, agua d
refrigerag@o, agua de caldeiras ou de alimentacdo das mesmas, efluentes de estagoe
de tratamento de esgoto doméstico e efluentes industriais e de atividades extrativa
minerais.

Algumas determinagdes devem ser realizadas no campo, como: pH, odor
salinidade, temperatura e oxigénio dissolvido, se medido por potenciometria. Quand:
isto nao for possivel, procurar executar as determinagdes imediatamente apos chega
ao laboratério, com excegao dos dois ultimos parametros.

Etiquetar as amostras fornecendo o numero, coletor, data, hora e local d
amostragem. Utilizar etiquetas e marcadores resistentes a dgua, a0 manuseio e
estocagem. Registrar também o tipo de amostra, amostrador utilizado e condig¢oe
climatolégicas.

A quantidade de amostra € fungdo das varidveis que serdo analisadas, mas
volume de 1,0 L pode ser suficiente para a maioria das determinagdes. Utilizar frasco
separados para determinagdes microbiolégicas, de pesticidas, de oxigénio dissolvidc
fisicas e quimicas. Dentro do grupo das andlises quimicas usar frascos plasticos e d

vidro quando as variaveis a serem medidas exigirem tal separacao.

2. QUANDO, ONDE E COMO AMOSTRAR

Para se obter amostras representativas, ¢ necessario levar em consideragcio qu
existe grande variedade de condicdes sob as quais as amostras sdao coletadas. Assin

torna-se dificil estabelecer procedimento que seja unanime e ideal em todas as situagoes.
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O objetivo de amostragem € coletar um volume de dgua pequeno o bastante para

ser transportado convenientemente e manuseado no laboratério e que represente, 0 mais

acuradamente possivel, o material coletado. Implica que as propor¢des relativas ou as

concentragdes de todos os componentes na amostra correspondam aquelas no material

sendo amostrado, e que a amostra seja manuseada de tal forma que nenhuma mudanca

significativa em composi¢do ocorra antes de as determinagdes serem realizadas. Desse

modo, deve-se procurar sempre transportar as amostras do local de coleta para o

laboratdrio em recipientes (caixas de isopor, caixas térmicas) que protejam
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A composicdo de amostras geralmente é considerada como a mistura, em
proporgdes iguais, de amostras obtidas em diferentes instantes durante um periodo de
tempo. Este periodo pode ser estabelecido em funcao das caracteristicas de operacao
(especialmente para efluentes industriais) ou do tipo de material amostrado.

Algumas 4guas sé serdo representativas se a amostragem for realizada no
tempo e no espago. Se houver interesse no conhecimento de maximos e minimos, as
amostras deverdo ser coletadas e analisadas separadamente. Caso o material que
estiver sendo amostrado for considerado suficientemente constante em composi¢do ao
longo do tempo ou espacialmente uniforme em uma area representativa, amostras
simples poderao ser coletadas. Exemplos que podem ser enquadrados nesse caso sdo a
agua de abastecimento urbano, a dgua subterranea e algumas dguas superficiais.

Quando o material investigado se mostrar varidvel no espago, como no caso
de rios que apresentem variacdes horizontais e em funcdo da profundidade,
integradores de amostras tornam-se necessarios. Amostras podem ser integradas da
superficie para o fundo, no meio do canal, ou transversalmente, de lado a lado, a meia
profundidade. A velocidade de movimento do amostrador deve ser ajustada de acordo
com a velocidade da agua. Nos rios, evitar areas de excessiva turbuléncia ou remanso,
procurando se trabalhar nos trechos mais lineares.

Em lagos, a variabilidade espacial é geralmente investigada em pontos de
coleta distintos, tanto a superficie quanto a profundidade. Varia¢ao diurna em lagos ¢é
objeto de estudo, e portanto, ndao é feita composi¢do de amostras como ocorre,
normalmente, para efluentes. Coletas a profundidades especificas podem ser
realizadas com auxilio de amostradores do tipo “Van Dorn” ou “Kemmerer”. O
bombeamento, normalmente utilizado para amostrar dguas subterraneas, também pode

ser adotado para coleta em profundidade em lagos e grandes rios.



I’ara a coleta de dgua de chuva, coletores devem ser instalados em pontos estratégicos e
as amostras coletadas apés um periodo de precipitagdo. Em geral determina-se deposi¢ao
atmosférica (chuva, poeira, cinza, etc.). Excecdo ocorre para amostradores modernos que
sao capazes de se manterem fechados, abrindo apenas com as primeiras gotas de chuva.
Tomar os cuidados necessarios nas coletas de material toxico, volatil ou
inflamavel. Nesses casos, utilizar equipamentos de seguranga como luvas, mascaras e

6culos durante o manuseio da amostra. Nunca fumar durante a operagao.

3. ACONDICIONAMENTO DE AMOSTRAS: TIPOS E PROCEDIMENTOS DE
LIMPEZA

Os tipos de frascos mais freqiientemente utilizados sdo os de vidro de
borossilicato ou de plastico, inertes e de preferéncia escuros e resistentes a
alcalis. Tampas rosquedveis de pldstico constituem-se na melhor forma de
vedacao. As tampas de borracha podem desintegrar-se ou liberar metais-traco
quando na presenca de solventes organicos, e tampas de vidro ndo siao adequadas
para solugdes alcalinas. A Tab. 1 apresenta os frascos ideais para cada varidvel e
o respectivo tipo de preservagao recomendado.

Para a determinacdo de oxigénio dissolvido os frascos do tipo “DBO”, claros
ou escuros, sdo os recomendados para o método de Winkler (APHA et al., 1992). Os
frascos a serem utilizados devem estar rigorosamente limpos e sempre vedados.

Para a determinac@o de coliformes, lavar com detergente e 4gua quente,
enxaguar com dgua quente e depois com dgua destilada, esterilizar por, no minimo, 60
minutos a 170°C (vidro) ou em autoclave a 121°C por 15 min (plastico e vidro).

Para a determinacdo de metais, utilizar detergentes apropriados (p.ex.,

Extran®) e enxaguar com adgua destilada. Os frascos mais indicados sio de polietileno



(NALGENE® ou similar), que geralmente apresentam baixa contaminagio por fons
metalicos. Deixar pelo menos 24 horas em acido nitrico, P.A., a 10% (v/v), ou
cloridrico, P.A., a 10% (v/v), e enxaguar novamente com agua bidestilada.

Para a determinacdo de formas de fésforo e de compostos nitrogenados
(amdnia, nitrato, nitrito e nitrogénio total), utilizar detergentes apropriados (Extran® ou
similar) e enxaguar com agua destilada, deixar por algum tempo em &cido cloridrico,
P.A., a 10% (v/v) e enxaguar novamente com dgua deionizada. Nao utilizar detergentes
que contenham fésforo em sua férmula.

Na determinacgido de pesticidas, lavar os frascos com detergente apropriado e
enxaguar com 4gua deionizada, seguido de acetona, e finalmente com hexano de alta
pureza.

Para determinagdo de carbono organico, o ideal € que o frasco de vidro seja
aquecido a 550°C e mantido vedado com Parafilm® isolando o liquido da tampa, se essa
for de borracha.

Para o restante das determinacgdes, lavar os frascos com detergente e enxagua-
los com bastante agua destilada. Deixar, por algum tempo (= 24 h) em acido cloridrico,
P.A., a 10% (v/v) ou nitrico, P.A., a 10% (v/v) e enxaguar novamente com bastante

agua destilada e deionizada.
4. PRESERVACAO DAS AMOSTRAS

Técnicas de preservagdo sdo utilizadas para retardar a¢des bioldgicas, hidrélise
de compostos quimicos e reduzir a volatilidade, que continuam a ocorrer ap6s a coleta
das amostras. Entretanto, é importante ter em mente que completa estabilidade
dificilmente seré alcancada.

O tempo maximo permitido entre a coleta de uma amostra e sua analise

depende do pardmetro a ser determinado, da caracteristica da amostra e das condicoes
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TABELA 1. Tipo de frasco, modo e tempo maximo de preservacio para algumas

caracteristicas selecionadas.

CARACTERISTICA FRASCO* PRESERVACAO ARMAZENAGEM

Acidez P, V Refrigerar 24 h
Alcalinidade P Refrigerar 24 h
Aluminio P Refrigerar 28d
Amdnia P, V Congelar 28d
Boro P Refrigerar 28d
Carbono Org. Total \% Refrig/Acid 28d
Cloro Residual P,V Analisar Imediatamente

Cloreto P,V Refrigerar 28d
Clorofila P,V Congelar Filtros 30 d / escuro
Coliformes P,V Refrigerar 24 h
Condutividade P,V Refrigerar 28d
ot P,V Refrigerar 48 h
DO P,V Refrigerar 24 h
HOO P,V Refrig/Acid 24 h
Dureza P,V Refrig/Acid 180d
Fosforo Solavel \Y% Congelar 28d
Fosforo Total \Y% Refrig/Acid 28d
Metais P,V Refrig/Acid 28d
Ca, Mg, Na, K, Cu, Zn,

Mn, Fe, Ni, Hg

Nitrato BV Congelar 28d
Nitrito P,V Congelar 28d
Nitrogénio Kjeldahl P,V Refrig/Acid 28d
Odor \% Analisar Imediatamente

*Q, Dissolvido Winkler 'V (DBO) Fixar 24 h
Pesticidas A% Congelar 7d
PH P;V Analisar Imediatamente

Silica Solivel P Refrigerar 28d
Sélidos Suspensos P,V Refrigerar 7d
Sulfato PV Congelar 28 d
Turbidez P,V Refrigerar 24 h

* P = plastico; V =vidro; V (DBO) = frasco de DBO
DBO = Demanda biolégica de oxigénio

DQO = Demanda quimica de oxigénio

Fonte: APHA, 1992
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de armazenamento. Quanto menor o tempo, menor o risco de alteragdes. O
armazenamento de amostras no escuro e a baixas temperaturas (gelo em cubos) ajuda
na diminui¢do do crescimento de microrganismos.

Certas caracteristicas nao sao estaveis e, portanto, devem ser determinadas
imediatamente, como temperatura da dgua e gases dissolvidos. O ideal é que as
amostras sejam mantidas refrigeradas e as determinagdes efetuadas o mais
brevemente
possivel. Caso a preservag@o seja inevitavel, escolher o método mais adequado as
determinacdes que serdo realizadas (Tab. 1). Usar preservativos quimicos somente
quando houver certeza de que n3o havera interferéncia nas determinagdes previstas.

fons metalicos podem ser adsorvidos nas paredes dos frascos, sofrer
precipitagdo ou oxidagdo (p.ex., Fe®*, Mn>"). Esses processos podem ser minimizados
por acidificacdo do meio com acido nitrico, até pH < 2,0 (1,0 mL HNO;, P.A., conc/L
de agua).

Para material em suspensao nao existe método de preservacdo ideal. Assim,
manter as amostras refrigeradas e analisar o mais rapidamente possivel.

Para determinacdo de carbono orgénico, preservar com cloreto de mercurio,
P.A., 2% (m/v) numa propor¢ao de 0,1 mL para 10 mL de amostra, ou acidificar
com acido fosférico, P.A., 10% (v/v) ou sulfirico, P.A., 10% (v/v) até reduzir o pH <
2.0,

Os filtros para determinac@o de clorofila deverdao ser mantidos no escuro,
congelados e na presenca de silica gel.

Amostras para determinagdo de silica nao devem ser congeladas. Manté-las
sob refrigeracao e analisar o mais rapidamente possivel.

Para a determinacao de compostos nitrogenados e fosforo dissolvido, congelar a

amostra imediatamente apos filtragem. A acidificacao pode ser aceita em alguns casos,

desde que nao interfira nas determinacoes.
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1. INTRODUCAO

TECIDOS VEGETAIS
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A andlise quimica de tecido vegetal consiste na determinacdo de teores dos
elementos, principalmente em folhas, resultando em diagndstico do estado nutricional
da planta, que ird permitir, por sua vez, avaliacao complementar das condi¢des da
fertilidade do solo. Esse diagndstico refletira os efeitos da interag@o solo-planta-clima
e também do manejo, constituindo-se ferramenta importante no estabelecimento de
um programa racional de adubacdo, que permita o adequado suprimento de

nutrientes.
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No entanto, para diagndstico mais seguro, deve-se levar em conta a variagdo
quantitativa dos elementos nos tecidos vegetais. Os fatores que influenciam a
concentrac@o dos elementos sao os seguintes:

e fatores inerentes a planta: espécie, porta-enxerto, idade fisiolégica, sistema radicular;

e fatores inerentes as condigoes ambientais: tipo de solo, clima, relevo, drenagem,
manejo;

e fatores inerentes a interacdo dos itens citados, como, por exemplo, estado

fitossanitario.

A desconsideracdo desses fatores pode acarretar erros na interpretacdo dos
resultados das analises, com possiveis conseqiiéncias negativas na orienta¢ao da adubacio
a ser empregada.

E oportuno observar que, dentre todas as operacodes analiticas, a etapa de pré-
tratamento das amostra € a mais critica. Em geral, € nessa etapa que se cometem mais
erros e que se gasta mais tempo. Por isso, os passos do procedimento de pré-tratamento

de amostras deverao ser sempre considerados cuidadosamente.
2. AMOSTRAGEM

O principio bdsico de amostragem consiste na selecdo de partes da planta
(normalmente folhas), que apresentem maior estabilidade possivel em relacdo aos
fatores que afetam sua composi¢do. Por outro lado, devem apresentar alta
sensibilidade quanto a variagdes de composicdo decorrentes de tratamentos
experimentais ou variacdes de praticas de manejo da cultura.

As amostras devem ser colhidas quando as culturas estiverem apresentando seu

maior crescimento vegetativo, antes de atingirem o florescimento. A época de coleta



varia de cultura para cultura. A parte da planta requerida para amostragem também é

de grande importancia, pois ha diferencas no teor de nutrientes entre folhas, caules e

raizes. No caso de determinacdes para pesquisa, recomenda-se analisar a planta

separadamente (raiz, caule e folhas). As folhas recém-maduras sdo os 6érgaos que

melhor representam o estado nutricional da planta, uma vez que sdao o centro dos

processos metabdlicos e refletem bem a composi¢do e as mudangas na nutrigdo.

Deve-se levar em consideragao a época do ano em que sera coletada, a posi¢ao da

folha no vegetal, o nimero de folhas por planta e por drea. Deve-se também tomar as

seguintes precaugoes:

nao misturar folhas de variedades ou espécies diferentes;

nao misturar plantas que apresentem visualmente sintomas de deficiéncia
nutricional com plantas de aparéncia normal;

nao misturar, em nenhum caso, folhas com idades fisiol6gicas diferentes;

no caso de plantas perenes, nao colocar na mesma amostra folhas de ramos
produtivos e folhas de ramos vegettivos;

no caso de plantas perenes enxertadas, nao misturar folhas de plantas que tenham
copa ou porta-enxerto diferentes;

coletar folhas livres de doengas, insetos e danos mecanicos;

evitar a mistura, na mesma amostra, de folhas de plantas que nio representem a
condi¢ao média da lavoura ou pomar;

evitar a coleta de amostras de folhas logo apés adubag@o no solo ou foliar e/ou
pulveriza¢des com defensivos;

evitar amostras de plantas proximas de estradas ou de carreadores.

A fim de ilustrar este documento, a Tab. 1 apresenta o nimero, parte da planta

e o tipo de folhas que devem ser coletados para a andlise, assim como a época de

amostracem. em funcao da eultura
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Tabela 1. Procedimento de amostragem para diagnose foliar em diversas culturas

Cultura Parte da planta Idade, Epoca, Posicao da folha N! de folhas e n® de plantas

Abacateiro  Limbo 3 ou 4 meses da brotag¢do da primavera 4 folhas/darvore, nos 4 pontos

cardeais, 25 drvores.

Abacaxi Folha “D” inteira No florescimento 1 folha por planta, amostra de 50

plantas.

Aipo Peciolo Folha mais nova completamente 1 por planta, amostra de 50
desenvolvida, metade do ciclo  plantas.
vegetativo plantas com 25 e 35 cm.

Alface Nervura mediana da No aparecimento da cabegca. 1 por planta, amostra de 50

folha envolvente plantas.

Alfafa Se¢do média da haste No florescimento Amostra de 50 plantas.

Algodao Limbo Da 5* folha a partir do dpice da haste 1 por planta, amostras de 30
principal, no florescimento (1* folha ¢  plantas.
aquela completamente aberta).

Ameixeira Folha com peciolo Da parte média do ramo do ano, situado 4 a 8 folhas por é4rvore, nos pontos
a altura média da planta, no  cardeais, amostras de 25 drvores.
florescimento

Amendoim  Folha com peciolo Do 4% raquis do ramo principal, a partir ~ Uma por planta, amostras de 50
da base, sem contar os ramos plantas.
cotiledonares.

Amoreira Limbo Da 1* folha adulta abaixo do ponto de 2 folhas por planta, amostras de 50
crescimento, na época da colheita. plantas

Arroz Toda parte aérea 30 dias apds a germinagio Amostras de 20 plantas.

Aspargo Ramos No outono, 30 cm superiores dos ramos, ~ Amostras de 25 plantas.
eliminando-se a haste.

Aveia Limbo Das 4 primeiras folhas, a partir do  Amostras de 50 plantas.
apice, no florescimento

Bananeira Folha 10 cm centrais da 3 folha a partir do 1 folha por planta, amostras de 25
dpice, eliminando-se a nervura central, plantas.
na época de emissdo da inflorescéncia.

Batata Foliolo Da 3* folha, a partir do tufo apical, aos ~ Amostras de 30 plantas.

30, 50 e 70 dias.

Continua
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Cultura Parte da planta Idade, E‘poca, Posicao da folha N de folhas e n® de plantas
Beterraba Limbo A partir da coroa intermedidria, na  Amostras de 50 plantas.
metade do ciclo.
Brécoli Nervura central de No inicio da formag¢ao da cabega Amostras de 50 plantas.
folhas externas
Cafeeiro Folha com peciolo 3% par a partir do dpice dos ramos, da 4 folhas por planta nos pontos
altura média da planta, no verdo. cardeais, amostras de 25 plantas.
Cana-de- Folhas 20 cm centrais da folha +3, excluida a 1 por planta, amostras de 100
acucar nervura central, aos 9 meses de idade plantas.
(obs.: para “cana de ano” a amostragem
é feita aos 4-5 meses de idade)
Cenoura Limbo ou toda a parte  Das 4 primeiras folhas a partir do dpice, ~Amostras de 50 plantas.
aérea no florescimento.
Couve de Folhas sem peciolo Folhas mais novas, plenamente Amostras de 50 plantas.
Bruxelas desenvolvidas no verio.
Couve-flor Nervura central das No inicio da formagio da cabeca Amostras de 50 plantas.
folhas externas
Cha Folhas 2% folha a partir do dpice dos ramos ndo 4 folhas por planta, amostras de 25
lignificados, maio a junho. plantas.
Citros Folha com peciolo Folhas geradas na primavera, com 6 4 folhas por drvore nos pontos
meses de idade, nos ramos com frutos. cardeais, amostras de 25 drvores.
Ervilha Limbo ou peciolo Do 3" n6 a partir do dpice, quando a  Amostras de 50 plantas.
planta estiver com 8 a 9 nds
Feijoeiro Folhas Todas as folhas no florescimento Amostras de 10 plantas.
Fumo Folhas 4* e 6" folhas acima da base no Amostras de 30 plantas.
florescimento
Macieira Folhas com peciolo Do ramo do ano, no florescimento 4 a 8 por drvore, nos pontos

cardeais, na altura média da planta,

amostras de 25 drvores.

At mriz
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Cultura

Parte da planta

Idade, I:Ipoca, Posi¢ao da folha

N* de folhas e n® de plantas

Mandioca

Mangueira

Milho

Morangueiro

Nogueira Peca

Pastagem
(gramineas de
vdrias
espécies)
Pereira e

Pessegueiro

Pinheiro

Repolho

Limbo (foliolo)

Folha com peciolo

Folha

Limbo

Foliolo

Por¢ao da parte aérea,

retirada pelo gado no

pastejo

Folhas com peciolo

Folhas (agulha)

Nervura central da
folha externa

envolvente

Da folha que faz um angulo de 90° com
o caule (aproximadamente a 1* folha a
partir do dpice da haste principal). A 1*
coleta quando a planta tiver 1/3 de sua
altura, a 2* ap6s a ramificagdo sobre os
ramos primdrios ¢ a 3* coleta ¢ feita
sobre os ramos secundarios.

Da parte média dos ramos do ultimo
ano, na altura média das plantas no
florescimento.

Colher o tergo médio na folha +4, a
partir do dpice, excluida a nervura
central na idade de 9 semanas (folha um
¢ aquela em que a inser¢do da bainha
com o colmo € visivel).

Das 3* folhas, a partir do dpice, no
florescimento.

Um par da parte média da folha com
raquis que aparece nos ramos terminais,
6 a 8 semanas ap6s o florescimento.

No verdo

Dos ramos do ano no florescimento

Dos ramos do tltimo ano, no verdo

No inicio da formagéo da cabeca

Amostras de 30 plantas por época

4 folhas por arvores nos pontos

cardeais, amostras de 25 drvores.

Amostras de 30 plantas.

1 folha por planta, amostras de 50
plantas.

4 partes por drvore, nos pontos
cardeais, na altura média da planta,
amostras de 25 plantas.

Amostra de aproximadamente 200

gramas de material fresco.

4 a 8 folhas nos pontos cardeais, na
altura média da planta, amostras de
25 plantas.

10 por drvore, amostras de 30
arvores.

Amostras de 50 folhas.

Continua
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Cultura Parte da planta Idade, Epoca, Posic¢ao da folha N! de folhas e n® de plantas
Seringueira Folhas sem peciolo Arvores até 4 anos: 2 folhas da base de  Amostras de 25 drvores
um buqué terminal situado no exterior
da copa e em plena luz. Essas folhas tém
de 4 a 6 meses. Arvores com mais de 4
anos: 4 folhas da base em um mesmo
buqué. Essas folhas devem ter de 10 a
12 meses.
Soja Folha com peciolo 3% folhas, no florescimento. Amostras de 30 plantas.
Sorgo Folha 30 cm do tergo médio da folha +4 a  Amostras de 30 plantas.
partir do dpice, excluida a nervura
central na idade de 9 semanas.
Tomate Folhas sem peciolo 12 abaixo do 22 cacho floral, na época da ~ Amostras de 30 plantas.
sua emissao.
Trigo Limbo ou toda a parte  Das 4 primeiras folhas, a partir do dpice, ~Amostras de 50 plantas.
aérea no florescimento
Videira Limbo Da 6" folha a partir do dpice, no 1 folha por planta, amostra de 25

florescimento.

plantas.

(Fonte: TRANNI et al., 1983; MILLS & JONES JUNIOR, 1996)

3. PROCEDIMENTO PARA COLETA DE AMOSTRAS DE FOLHAS NO CAMPO

O procedimento para coleta de amostras de folhas é semelhante aquele descrito

para amostragem de solo:

e caminhamento em ziguezague.

e caminhamento em x;

e caminhamento em nivel.

As subamostras que formarao a amostra composta devem ter nimero

aproximadamente igual de folhas.



3.1. COLETA DA AMOSTRA

O ideal é que a amostra chegue ao laboratério ainda verde (no maximo 2 dias
apods a coleta). Entretanto, caso ndo seja possivel e para evitar o desenvolvimento de
agentes patogénicos e/ou saprofitas, recomenda-se a lavagem, somente para as folhas
verdes e vigorosas, com 4gua corrente e posteriormente com agua destilada. Em
seguida, devem ser colocadas para secar em sacos de papel, em estufa de circulagdo
forcada de ar, a temperatura que ndo exceda 65°C, até peso constante.

No caso de contaminacido com terra, poeira e/ou residuos de pulverizagdes
foliares, esta lavagem deverd ser realizada com solucdo de detergente neutro isento
dos macro e micro nutrientes minerais, normalmente determinados nos extratos de
tecidos vegetais, e enxaguado vdrias vezes com agua destilada e/ou deionizada. Este
procedimento deve ser realizado antes que as folhas murchem.

O envio das amostras ao laboratério deve ser feito em sacos de papel comum
ou de pano (algodio) ou em embalagem fornecida pelo laboratério. No caso de
determinacdo de boro, utilizar papel encerado, pois o papel comum contamina a
amostra com o elemento. Identificar a amostra e preencher o formulario indicando

quais os elementos a serem determinados.

3.2. IDENTIFICACAO DA AMOSTRA

A amostra deve ser identificada no laboratério contendo breve descri¢ido, um
numero de entrada no laboratério, nome da cultura, nome do coletor, local e data da
coleta, elementos a serem determinados e endereco para o envio dos resultados.
Informagdes complementares, como temperatura e hora de amostragem também

podem constar, pois sao importantes para analise e interpreta¢do dos resultados.



3.3. MOAGEM

A moagem deve ser realizada em moinho de aco inoxiddvel de bancada (tipo
Wiley), com peneira de cerca de 1,00 mm (20-40 “mesh”). O moinho deve estar
limpo e seco. Homogeneizar bem a amostra e moer quantidade suficiente para a
analise. A maioria dos métodos de determinagdo utiliza entre 0,5 a 3,0 g de material
moido. Material mais fino utiliza amostras na faixa de 0,5 a 1,0 g. No caso de
materiais ricos em 6leos ou resinas, sugere-se maceracao em gral.

Amostras que envolvam grande volume de massa verde (> 2,0 kg) devem ser
trituradas em particulas de 1,0 a 2,0 cm de comprimento com picadeiras ou facas de

aco inoxidavel, antes da secagem, misturadas uniformemente e entdo subdivididas.
3.4. ARMAZENAGEM

A amostra, depois de seca, moida e homogeneizada, deverd ser acondicionada
em frasco limpo e seco, podendo ser de vidro, policarbonato ou polietileno, com
tampa plastica hermética. A amostra assim acondicionada deverd ser guardada em
local fresco e seco, ao abrigo da luz. Para determinacdo de elementos volateis,

condi¢des especiais de armazenagem deverao ser observadas.
3.5. INTEGRIDADE DA AMOSTRA

A integridade da amostra devera ser preservada utilizando-se procedimentos
adequados de custddia, manuseio, identificacdo e acondicionamento, desde a coleta
no campo até a recep¢ao no laboratdério.

Quando as amostras sao recebidas no laboratério, deve-se verificar os

seguintes itens:



e danos fisicos causados por embalagem e protecdo inadequadas;

e perdas de amostras por vedagdo imprépria ou inadequada;

e contaminagdes possiveis, p.ex.: misturas de amostras de diversas origens;

e condi¢des inadequadas de preservagdo para o transporte, p.ex.: temperatura, adi¢ao
de preservativos e alta umidade;

e possiveis efeitos de contaminag¢do por insetos ou outros microorganismos;

e estabilidade da amostra, ou seja, o tempo decorrido entre a coleta e a recep¢ao no

laboratorio. A umidade podera afetar a estocagem das plantas.

3.6. PROBLEMAS DE CONTAMINACAO

O conhecimento das provaveis causas de contaminagdo é essencial para
aumentar a eficiéncia de um programa de andlise de plantas, especialmente para

determinacdo de micronutrientes.

As estufas de secagem devem ser construidas em aco inoxidavel e pintadas
com tinta ep6xi de boa qualidade; bandejas galvanizadas ndo devem ser utilizadas,
devido a provavel contaminagdo com zinco. Evitar a introduc¢do sistematica ou
acidental de elementos estranhos durante as varias operacdes analiticas. Sempre que
possivel, os reagentes devem ser armazenados em frascos de polietileno e para a
lavagem da vidraria devem ser utilizados detergentes apropriados e enxaguados com
agua destilada e deionizada. Deixar pelo menos 24 horas em dcido nitrico, P.A., a
10% (v/v) ou é&cido cloridrico, P.A., a 10% (v/v) e enxaguar novamente com agua

deionizada.

3.7. ARQUIVO DE AMOSTRAS

Apés a realizacdo das determinagdes, as amostras devem. permanecer

arquivadas por um certo periodo de tempo, para futuros estudos de confiabilidade.
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1. INTRODUCAO

Além da escolha conveniente do método analitico e estudo dos possiveis
interferentes, torna-se essencial boa amostragem, preparac@o e solubilizagdo da
amostra para andlise. Qualquer que seja o tipo de amostra, erros significativos
poderdo ser introduzidos se a etapa de preparagdo nao for satisfatoriamente
conduzida (PERSTORP ANALYTICAL - TECATOR, 1995).

A amostragem é a primeira fase da anélise. E preciso haver integracio entre

os responsdveis pela coleta e o laboratério, buscando-se sincronismo entre a remessa
de amostras e a capacidade do laboratério em executar as determinagdes (SILVA,
1981).

Este capitulo trata da preparagdo dos seguintes tipos de amostras:
* planta forrageira, feno, silagem, concentrado, fezes, ossos, pélos, extrusa, figado,

sangue, urina, liquidos (de rimen, ileo e abomaso) e leite.

: Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG

Embrapa Pecudria Sudeste, Sao Carlos, SP

" Embrapa Cerrados, Planaltina, DF

‘: Embrapa Gado de Corte, Campo Grande, MS

" Embrapa Agroindistria de Alimentos, Rio de Janeiro, RJ

" Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral de Sdo Paulo, CATI, Campinas, SP
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Em alguns casos € necessario reduzir consideravelmente a dimensdo da
amostra antes que ela seja introduzida no sistema analitico e possa ser tratada
convenientemente (BRUNO et al., 1995). Para isso, algumas etapas sdo importantes,
como, p.ex., a secagem, a moagem e suas subdivisodes.

O método de preparacao utilizado dependera do tipo de amostra. O material
coletado deve ser preparado em local apropriado e equipado para esta finalidade.
Normalmente a atividade de preparacdo inclui o recebimento, o registro, o pré-
acondicionamento, a secagem, a moagem, o acondicionamento e a rotulagem das

amostras.

2. Aspectos Importantes Relacionados a Coleta de Amostras

Alguns cuidados devem ser observados, para garantir a integridade fisica e
quimica do material coletado:

e evitar coletar amostras sujas de terra ou com excesso de dgua;

o identificar devidamente, com letras legiveis, o recipiente (saco de papel ou de
plastico, potes plasticos, frascos, etc.) que receberd a amostra. Cuidado especial
deve ser tomado com as amostras que serdo armazenadas a baixa temperatura. Em
muitos casos, a identificacao feita inicialmente torna-se ilegivel durante o processo
de descongelamento;

e garantir que os utensilios, embalagens e ferramentas empregados na coleta e no
transporte ndo contaminem a amostra, principalmente em funcdo das

- determinagdes que serao realizadas. Como exemplo, se de uma planta pretende-se
determinar o teor de ferro, um facdo utilizado para retirar a amostra ndo pode ter
sido confeccionado com esse elemento. Em amostras provenientes de
experimentos conduzidos em casa de vegetacdo esse tipo de cuidado deve ser

redobrado;
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documentar cada etapa da coleta, incluindo eventos ndo esperados (p.ex., chuvas).
Especificar todas as caracteristicas relevantes da area, condi¢des climaticas e
populacdo amostrada, condi¢des de transporte e secagem;

a amostra deve ser encaminhada o mais rapidamente possivel ao laboratdrio, para
que possa ser devidamente processada e armazenada;

a amostra que chegar ao laboratério sem as informacdes necessdrias ao
processamento e anélise deve ser recusada. E necessirio conhecer o tipo da

amostra, o que deve ser determinado e quem € o seu responsavel.

. OBJETIVO DA PREPARACAO DAS AMOSTRAS

A preparacdo visa, principalmente (SILVA, 1981; AOAC, 1990; BRUNO et
al., 1995):
permitir o armazenamento de forma mais adequada e por periodo de tempo mais
longo;
diminuir problemas relacionados a homogeneidade das amostras;
reduzir a dimensdo da amostra;
facilitar o ataque dos reagentes durante o processo analitico, pela diminui¢do do

tamanho das particulas.

4. PREPARACAO DAS AMOSTRAS

4.1. RECEBIMENTO

As amostras aqui abordadas sdo: plantas forrageiras, feno, silagem, residuos

agricolas ou agro-industriais e concentrados.

Com relacdo ao recebimento de amostras, € importante ressaltar que:



sao0 necessdrios, no minimo, 15 g de material pré-séco (65°C) e moido para que se
possa realizar as principais determinac¢des em estudos de nutricdo animal (nitrogé€nio
total, matéria seca a 105°C, fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente
acido (FDA), lignina, digestibilidade “in vitro” da matéria seca, matéria orginica
(cinzas), extrato etéreo, energia bruta, macro e microelementos minerais);

em experimentos que produzam pequena quantidade de amostras, devem ser
discriminadas as determinacGes necessdrias com a quantidade de material possivel de
se obter;

para determinacdo de pH, acidos graxos volateis e nitrogénio amoniacal em silagem,
coletar de 1,0 a 2,0 kg de amostra;

a perda de umidade, durante o transporte, ndo terd grande importancia, desde que os
resultados sejam dados apenas na matéria seca total. No entanto, em amostras
provenientes de silagem, a umidade € um bom indicador de sua qualidade, devendo-se
preserva-la;

quando as determinagdes ndo forem realizadas imediatamente em amostras de
forragens verdes, fezes, urina, etc., é necessario que as amostras sejam conservadas em
baixas temperaturas (entre -18 e -202C).

As amostras de fezes sdo processadas praticamente da mesma maneira,

diferenciando de outros tipos de amostras de origem animal e que serdo consideradas

mais adiante.

4.2. IDENTIFICACAO E REGISTRO

A identificac@o e o registro das amostras permitirdo o rastreamento dos dados

gerados, possibilitando ao pesquisador/cliente relacionar os cddigos atribuidos pelo

laboratdrio a identificacdo mais detalhada do experimento.

O minimo que € preciso realizar na etapa de identificacdo e registro € (SILVA,

1981; AOAC, 1990; BRUNO et al., 1995; EMBRAPA, 1996):



* nome do solicitante da anélise;

e data de coleta;

e data de recebimento das amostras;
e tipo de material;

e determinacdes a serem realizadas;
e numero-c6digo de cada amostra;

e documentacdo de informagdes relevantes.

4.3. PRE-ACONDICIONAMENTO

Antes de concluir o processo de preparacdo das amostras, elas sdo pré-

acondicionadas de diversas formas.

4.3.1. AMOSTRAS DE ORIGEM VEGETAL

Sao pré-acondicionadas em sacos de papel de capacidade de 3 kg. Em cada
saco, que deverd estar identificado com o nimero-cédigo, sdo colocados
aproximadamente 150 g da amostra.

Para determinac@o de carboidratos soliveis, dcidos graxos voléteis e nitrogénio
amoniacal, parte da amostra devera ser separada, identificada e imediatamente congelada,
encerrando, nessa etapa, a preparacdo. A amostra s6 serd descongelada horas antes da

determinacdo (EMBRAPA, 1996).



4.3.2. AMOSTRA DE FEZES

Para o pré-acondicionamento deste tipo de amostra empregam-se recipientes
retangulares de vidro (tipo férma doméstica), colocando-se, em cada um, também

aproximadamente 150 g da amostra.

Observacao:

Quando solicitada, a determinacdo da matéria seca ao ar - ASA
(amostra seca em estufa a 65°C com circulacdo forcada de ar) é
feita apos o pré-acondicionamento. Neste caso, é necessdrio obter o
peso exato da amostra que é colocada na bandeja ou recipiente de
vidro. Os pesos anotados serdo utilizados para o cdlculo da

porcentagem de matéria seca ao ar (% ASA).
4.4. PRE-SECAGEM

A pré-secagem das amostras tem os seguintes objetivos: facilitar o processo de
moagem, prolongar a conservagdo da amostra pela destruicdo de enzimas responsaveis
pelo processo de decomposi¢ao (JONES JUNIOR & STEYN, 1973) e pela diminui¢dao
da atividade microbiolégica (facilitada pela umidade) e permitir a determinacdo da
ASA.

e no caso de ser necessario o valor da porcentagem de matéria seca, deve-se pesar a
amostra antes e depois da pré-secagem;

e amostras de plantas destinadas a determinacdes de macro e microelementos
minerais podem necessitar descontaminacao antes da pré-secagem, devido a poeira
ou residuos de pulverizacao no local da coleta, dependendo dos elementos a serem

determinados e das possibilidades de contaminac@o. Caso necessario, lavar as



amostras com solucdo de detergente neutro (entre 0,1-0,3 % (v/v) e em seguida
com agua deionizada. Este procedimento deve ser rapido para se evitar perda de
nutrientes durante a lavagem. Se as amostras estiverem secas ou murchas, €
aconselhavel ndo lavar com 4gua;

a secagem ¢ feita em sacos de papel limpos, em estufa com circulacdo de ar a
temperatura de 65°C, por um periodo de 48 horas ou até peso constante (SILVA,
1981; BRUNO et al., 1995);

para o caso de silagem, a pré-secagem deve ser feita a 45°C por 72 horas;

a carga de cada estufa deve ser definida de modo que a circulag¢io interna de ar nao
seja prejudicada;

amostras de fezes que serdo analisadas apds secagem e moagem devem ser
colocadas em bandejas limpas e secas a 65°C durante 48 horas ou até peso
constante. Amostras que serdo analisadas frescas devem ser colocadas em sacos
plasticos, sendo entdo retirado o ar e congeladas até a sua manipulagio;
determinacdes de vitamina C, caroteno, etc. devem ser feitas na amostra fresca,
porque tais compostos podem ser perdidos ou alterados durante o processo de
secagem;

a pré-secagem é necessaria quando a amostra possui alto teor de umidade;

apds secagem, a bandeja ou o saco de papel é retirado da estufa e posto sob
condicdes ambientais do laboratério por 24 horas. Esse tempo € necessédrio para
que a umidade da amostra entre em equilibrio com a umidade do ambiente e atinja
peso constante;

no caso de graos, o seguinte procedimento para controle de qualidade da matéria
prima € adotado nas industrias: pré-secagem a 452C por 24 horas; em seguida, o
grao é triturado ou quebrado e colocado em estufa por 1 hora a 1302C para

determinacdo da matéria seca.
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4.5. MOAGEM

A moagem das amostras € feita em moinho tipo Wiley, com facas, com
peneiras de 1 mm, sendo coletado apenas o que passa na peneira (SILVA, 1981;
AOAC, 1990; PERSTORP ANALYTICAL - TECATOR, 1995; EMBRAPA, 1996).
Toda superficie que tenha contato com a amostra deve ser de aco inoxidavel.

A moagem é realizada em amostras que apresentam elevado teor de
matéria seca (> 80%). Se a amostra for constituida de pé fino, capaz de atravessar a
peneira de 40 “mesh”, bastara homogeneizé-la e reduzi-la, com auxilio do quarteador, a
porc¢do destinada a analise.

O procedimento a ser utilizado na moagem, entre uma amostra e outra, € o
seguinte:

e a0 retirar a amostra, abrir o moinho e limpar adequadamente seu interior, nao
deixando material que possa contaminar a amostra seguinte;

e fechar novamente o moinho, colocando uma pequena quantidade da préxima
amostra;

e descartar esta quantidade moida;

e colocar o restante do material, coletando o material moido.

Para quantidades pequenas de amostras o melhor € empregar micromoinhos.
Nao sendo possivel, aproveitar todo o material, inclusive o que fica retido na peneira.
No caso de algumas amostras, como por exemplo caroco de algodio, € necessario usar

moinho especial ou tratar a amostra (HCI P.A., concentrado) para facilitar a moagem.
4.6. ACONDICIONAMENTO
Apés a moagem, as amostras sdo acondicionadas em frascos com tampa, com

capacidade aproximada de 150 mL, identificados com o nimero-cédigo (JEFFERY et
al., 1992; FERREIRA & GOMES, 1995).



Alguns cuidados devem ser tomados nesta fase:
« utilizar embalagem limpa e seca, que garanta a n3o interacdo entre o ambiente e a

amostra,

* aembalagem devera estar adequadamente rotulada;

* o ideal € analisar as amostras logo apds a moagem. Nao sendo possivel, armazenar em
local fresco (de preferéncia refrigerado) e protegido da luz; e,

e ¢ necessario lavar as embalagens destinadas ao armazenamento, levando-se em conta
os tipos de determinacdes a serem realizadas. No caso de se determinar macro e
microelementos, além da lavagem com detergente neutro, recomenda-se a lavagem

com solugdo de HC1 P.A., a 10 % (v/v) e em seguida com dgua deionizada.

Ao final do acondicionamento, as amostras seguem para o laboratdrio,
acompanhadas de formulario de registro, estando prontas para serem analisadas.

Quando se tratarem de amostras de fezes contendo marcadores, como, p.ex.,
cromo ou cobalto, procurar agrupar os tempos de coleta (um grupo: To - Animal 1, T -
Animal 2, ...; outro grupo: T; - Animal 1, T} - Animal 2, ...; etc.). Com isso, o que se
pretende € minimizar contaminacdes entre as amostras, ou Seja, processa-se primeiro as

de baixa concentragdo, indo em direc@o as mais concentradas.

Em todo o trabalho de preparo de amostra é recomenddvel o uso de luvas e

mascara.



4.1.7. ETAPAS DE PREPARACAO DE AMOSTRAS
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Figura 1 - Preparacao das amostras
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®

ACONDICIONAMENTO E
ARMAZENAGEM

rotulagem de frascos

colocagdo da amostra moida

colocagio da tampa e envio ao

laboratério

Figura 7. Acondicionamento.

5.

PREPARO DE AMOSTRAS DE INGREDIENTES E SUPLEMENTOS
MINERAIS
A quantidade de material ndo pode ser muito pequena pois deve ser representativa,
principalmente em misturas;

misturar bem o material e fazer amostra composta, cujo procedimento deve estar
de acordo com o volume do material a ser investigado;

retirar em torno de 50 g de amostra, que deve entdo ser triturada em gral de dgata
para perfeita homogeneizagao;

armazenar em frascos de vidro, tampados e bem limpos.



Eni@pa 57

6. OUTROS TIPOS DE AMOSTRAS DE ORIGEM ANIMAL

Excetuando as fezes, que ja foram consideradas, também podem ser recebidas
pela sala de preparo de amostras os seguintes tipos de amostras de origem animal: osso,
figado, sangue, urina, liquidos (de rimen, ileo e abomaso), extrusa e pélos.

Cuidados devem ser observados em relacdo a contaminacdo do material
coletado. As principais fontes de contaminagdo de amostras de tecido animal s@o
frascos e materiais lavados indevidamente, instrumentos de agco nao inoxidadvel e
exposi¢do ao ar. Os frascos devem ficar imersos em solug¢@o de detergente com baixo
teor de fosfato, lavados com dgua corrente, dgua deionizada e em seguida deixados em
solug¢@o de HCI, P.A., a 10% (v/v), por periodo minimo de 24 horas e a seguir lavados

com 4gua deionizada antes de serem utilizados.

6.1. OSSO

7z

Para a coleta de amostras de osso € necessario o auxilio de um médico-
veterinario que fard bidpsia do animal. Todos os cuidados necessdrios a perfeita

assepsia devem ser tomados, evitando-se contaminagdes.

A amostra retirada é imediatamente lavada com agua deionizada e colocada em
frasco identificado, podendo ser congelada ou conservada em solu¢@o de formaldeido
P.A., a 10% (v/v), até ser utilizada. A quantidade da solucdo de formaldeido contida no
frasco deve ser suficiente para cobrir toda a amostra, mantida a temperatura de,
aproximadamente, 15°C (EMBRAPA, 1996).

O preparo da amostra consiste na separacao das camadas cortical e medular. A
limpeza da camada cortical (utilizada para andlise quimica) € feita com auxilio de
bisturi e ostedstomo, lavando sempre a amostra com agua deionizada. A amostra deve
ser manipulada com pinga. Caso haja necessidade de manuseio, deve-se lava-la com

agua deionizada, ndo sendo aconselhdvel o uso de luvas cirdrgicas. Estas, por conterem



talco, constituem grande fonte de contaminacdo (EMBRAPA, 1996). Atencdo especial
deve ser dada ao local onde se fard a limpeza, evitando-se sempre a proximidade de
qualquer material que possa contaminar a amostra.

Para a determinacdo quimica de elementos, a amostra de osso deve ser seca a
100°C por 24 horas, desengordurada com éter de petréleo por 36 horas e calcinada a
600°C por 8 horas. Para a determinacdo da porcentagem de cinzas, deve ser feita a
pesagem da amostra seca a 100°C antes e depois da calcinagao.

Se for necessaria a determinacdo da densidade da amostra de osso, esta deve ser

feita apds a limpeza e antes da secagem e extra¢do da gordura.
6.2. FIGADO

6.2.1. BIOPSIA

Como no caso da obtengdao de amostra de osso, € necessaria a presenca de um
médico-veterindrio para a realizacdo da amostragem de figado. A coleta € feita utilizando-
se trocater. O tecido hepatico retirado € colocado em disco de papel de filtro, para que o
sangue seja absorvido. O papel de filtro ndo deve ser retirado da embalagem muito antes,
para evitar contaminagdes. A amostra obtida pode ser congelada imediatamente ou
conservada totalmente imersa em solugdo de formaldeido, P.A., a 10% (v/v), e mantida

em torno de 15°C, até ser analisada (EMBRAPA, 1996).

6.2.2. NECROPSIA

Para evitar contaminagdes, a amostra de figado deve ser coletada tao logo o
abdome do animal seja aberto. Cortar 50 a 100 g do lobo direito, tendo-se o cuidado de
nao tocar na porcdo do figado a ser amostrada. A amostra deve ser conservada em

formaldeido ou congelada.
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6.2.3. OBSERVACOES

Utilizando pincas e tesouras de aco inoxidavel, local e materiais bem limpos,
retirar a pelicula ou envoltério do figado (capsula de Glisson) e cortar em pedagos
menores (quando for o caso), secando a amostra a 105°C por 12 horas. Amostras
maiores devem ser homogeneizadas por trituracdo em gral de dgata limpo e exclusivo
para esta finalidade, antes de serem pesadas para a realizacdo das determinagdes.
Muitas amostras obtidas por meio de bidpsia, que possuem peso seco muito pequeno,
podem ser pesadas para determinacdo diretamente apds a secagem, dispensando a

etapa de trituracdo.

6.3. SANGUE

As amostras de sangue sdo coletadas diretamente dos animais por puncdo
venosa na cauda ou veia jugular, utilizando-se agulhas de calibre 18 ou maior, para
prevenir hemdlise, recolhendo-se a amostra em tubos de ensaio tipo Vacutainer®.
Esses tipos de tubos sao comercializados esterilizados, com vacuo e anticoagulante,
para o caso de obtenc@o de plasma. No caso de determinag@o de zinco, deve-se evitar
as rolhas de borracha destes tubos, pois podem ser fonte de contaminacao. Isto pode
ser evitado substituindo-se as rolhas de borracha por Parafilme® para tampar os tubos
(EMBRAPA, 1996).

Deve-se observar a temperatura da amostra € o tempo decorrido até a
separacao do plasma. Para a determinacdo de elementos quimicos, o soro ou o plasma
deve ser separado logo que possivel apds a coleta do sangue, que deve ser mantido
sob refrigeracdo (p.ex., em dgua com gelo), antes da separacao. Sob certas condigdes,

pode-se utilizar centrifuga portatil e pipetas automaticas.



6.3.1. PLASMA

Para a obtencdo de plasma sangiiineo, o tubo de coleta deve conter um
" anticoagulante. Tdo logo o sangue seja coletado, o tubo deve ser invertido
cuidadosamente para que ocorra a mistura. A escolha do anticoagulante deve ser feita
de forma a provocar hemdlise ou contamine a amostra com o elemento a ser
determinado. Os mais recomendados sdo a solucdo de citrato de litio, P.A., a 20%
(m/v), na proporcdo de 0,1 mL/10 mL de sangue ou sal EDTA dissédico, P.A., na
proporc¢do de 1 mg/mL de sangue. Centrifugar as amostras de sangue durante 12 min a
2500 rpm (EMBRAPA, 1996). Remover o plasma com pipetador automético, tendo o

cuidado de ndo aspirar as células, e transferi-lo para outro tubo.
6.3.2. SORO

A coleta de soro é indicada em locais onde a refrigeracdo e a centrifugacdo nao
sdo possiveis até 24 horas apds a coleta da amostra. Nesse caso ndo se utiliza
anticoagulantes e o tubo da amostra é deixado em repouso para que ocorra a coagula¢io
e a separacdo do soro. Transferir o soro para outro tubo utilizando pipetador

automatico. O sangue coagulado pode ser centrifugado para separagdo mais adequada.
6.3.3. DESPROTEINIZACAO

A amostra isenta de proteina € utilizada para determinacdo de macroelementos,
sendo que para as determinac¢des de microelementos parte do soro ou plasma deve ser
reservada antes da desproteinizagdo. Um procedimento recomenddvel para a
precipitagdo das proteinas € o de se adicionar 9,0 mL de solu¢do 10% (m/v) de 4cido

tricloroacético (TCA), P.A., a 1,0 mL de soro ou plasma, agitar durante 1 min, deixar



em repouso durante 10 min e filtrar. Note-se que esse filtrado representa uma diluicdo
de 1:10 da amostra de soro ou plasma, que os padrdes de leitura devem ser preparados

com mesma propor¢do de TCA, e que uma prova em branco filtrada deve ser preparada.

Observagoes:

De cada animal deve ser coletada quantidade de sangue suficiente para
se obter volume de soro ou plasma para as determinagédes desejadas.
Apds a separacdo do soro ou plasma, as amostras devem ter coloracao
amarelada. Coloracao avermelhada indica que houve hemdlise, o que
inviabiliza a determinacdo de elementos quimicos, devendo entdo se
descartar a amostra.

Amostras de soro ou plasma jd desproteinizadas sdo mais estaveis e
podem ser refrigeradas por até quatro semanas. No entanto, as amostras
devem ser congeladas quando o periodo entre a coleta e a determinagdo

for superior a esse periodo.

6.4. LIQUIDO DE RUMEN

Para esse tipo de amostra utilizam-se animais com fistula de rimen. Em animais
intactos utiliza-se sonda esofageana. A fistula € aberta e, com as maos, calcadas com
luvas, o material é retirado de diversas partes do rimen e colocado em camadas de gaze
limpa. A gaze é espremida e o liquido filtrado é recolhido em recipiente adequadamente

lavado. Do filtrado:
e parte € utilizada para medicao do pH;
e parte € utilizada para determinacdo de nitrogénio amoniacal — com um pipetador

automatico, sao coletados 5,0 mL do liquido e colocados em tubo de ensaio com



tampa, identificado e contendo 2 gotas de acido sulfdrico, P.A., a 50% (v/v). No
caso de se fazer a determinacido do nitrogénio amoniacal imediatamente apés a
coleta, ndo haverd necessidade de tratar a amostra com 4cido sulfirico. O volume

de liquido a ser coletado depende do teor de nitrogénio da amostra;
e outra parte € utilizada para determinagdo de dcidos graxos volateis — sdo

coletados 5,0 mL do liquido e colocados em tubo de ensaio com tampa,
identificado e contendo 1,0 mL de acido metafosférico, P.A., a 25% (v/v).

Os tubos com as amostras sdo congelados até momentos antes da andlise.

6.5. LIQUIDOS DE ABOMASO E DE ILEO

Para esse tipo de amostra, utilizam-se animais com fistula de abomaso ou ileo.
A boca de um saco plastico € adaptada a saida da fistula. O préprio movimento
peristaltico ejeta a amostra, que cai dentro do saco. Coleta-se um volume
representativo (em torno de 500 mL), retira-se o saco da canula, fechando sua boca e
agitando-o, para homogeneizacdo do material. Do conteido do saco s@ao retirados
aproximadamente 50,0 mL e colocados em um tubo de ensaio que deve ser
imediatamente congelado.

Quando necessdrio, € feita uma amostragem composta de vérias coletas. Para
fazer a compostagem, as amostras sdo descongeladas e transferidas para um
ligiiidificador onde € feita a homogeneizacido. Feita a homogeneizacdo, retiram-se
cerca de 50,0 mL que serdo novamente congelados até momentos antes das

determinacdes. Sdo essas amostras compostas que receberdo o registro do laboratério.

6.6. URINA

A coleta de urina pode ser feita de machos ou de fémeas, sendo nesse ultimo

caso utilizada sonda tipo Folley®. Quando se tratar de bovinos, & utilizado o sistema
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de luvas prepuciais. O sistema possui um dreno ligado a um recipiente pldstico com
capacidade de 15 a 20 L. Para fixacdo do nitrogénio, previamente sdo adicionados ao
recipiente 50,0 mL de soluc@o de 4cido sulfirico, P.A., a 50 % (v/v) (EMBRAPA,
1996). Do volume obtido de um dia de coleta, apds agitacao, sao retirados cerca de 20,0
mL, colocados em tubos de ensaio e congelados para o armazenamento.

Quando a coleta € feita em ovinos, n@o se usam as luvas prepuciais. O animal
fica contido em gaiola metabdlica e a urina € coletada em baldes colocados por baixo
da gaiola. Ao balde sdo adicionados 50,0 mL de solu¢do de 4cido sulfiirico, P.A., a

50% (v/v). Os demais passos sao os mesmos descritos anteriormente.

Observagao: O procedimento descrito é apropriado para determinagdo de

nitrogénio.
6.7. EXTRUSA

Designa-se como extrusa a amostra da dieta coletada via fistula esofdgica.
Animais com fistula no eséfago tém sido amplamente utilizados para a obtencdo de
amostras da dieta selecionada por ruminantes em pastejo. Para a coleta de amostras de
extrusa, o nimero de dias e de animais fistulados a serem utilizados varia de acordo
com os objetivos da pesquisa.

Um minimo de trés dias de coleta, com quatro animais, sdo necessarios para
estimar as principais caracteristicas qualitativas da dieta com razoavel exatidao.

O seguinte procedimento € adotado para a coleta de amostra de extrusa:

e os animais devem ser presos no curral na noite que antecede ao dia da coleta;
e na manha do dia da coleta, retiram-se as canulas dos animais e colocam-se as bolsas
coletoras;

e 0s animais sdo liberados para pastejarem durante um periodo de 30 a 40 minutos;



® apos esse periodo de pastejo, recolhe-se os animais ao curral e as amostras sdo
retiradas das bolsas;
eas amostras, devidamente homogeneizadas, sdo colocadas em sacos plasticos
identificados e acondicionadas em caixa de isopor, contendo gelo comum;

¢ logo em seguida, sdo transportadas e armazenadas em congelador.

A etapa de pré-secagem das amostras de extrusa, sempre que possivel, deve ser
feita em liofilizador (“freeze dryer”) com temperatura de -40°C. Quando ndo for
possivel, a pré-secagem pode ser feita em estufa com ventilacdo forcada de ar, a

temperatura de 50°C, por periodo minimo de 48 horas.
6.8. LEITE

A particularidade relevante desse tipo de amostra € o fato de ser muito perecivel
e o congelamento ser invidvel, por provocar alteracdes nos resultados das
determinacdes.

Os frascos para coleta sdo preparados no laboratério. E adicionada solugdo de
dicromato de potdssio, P.A., 12,5% (m/v), de forma que a concentracdo de dicromato
no leite seja de 1 mg/mL (AOAC, 1990). Como existem frascos de capacidade variada,
o volume de solu¢@o de dicromato ou sua concentracao podem variar. Apés a adic@o da
solucdo, os frascos sdo colocados em estufa a 50°C, para evaporacdo de dgua e
recristalizacdo do dicromato. Os frascos s@o retirados, tampados, estando prontos para
receberem as amostras de leite. A coleta € feita da seguinte forma:

* somente uma ordenha — coleta-se o volume final da amostra;

® duas ordenhas (manha e tarde) — a coleta € feita em volumes proporcionais a
producao de leite ou ao intervalo de ordenha; e,

e trés ordenhas (manha, tarde e noite) — coleta-se 1/3 do volume final da amostra em

cada ordenha.



Quando o leite é colocado no frasco, é importante aguardar cerca de 20 min e fazer uma
leve agitacdo. Somente apds esse tempo € que os cristais de dicromato de potdssio se
dissolvem. Para que ele atue com efici€ncia, conservando a amostra, ¢ necessario que
esteja distribuido uniformemente na amostra.

6.9. PELO

A amostra de pélo deve ser coletada da regido escapular e sacral, colocada em
saco plastico, podendo permanecer a temperatura ambiente.
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1. INTRODUCAO

As amostras de alimentos podem ser coletadas nos locais de fabricagdo, preparo,
depdsito, acondicionamento, transporte e locais de venda. Ponto crucial na andlise de
alimentos, a amostragem tem como requisito essencial a mais ampla
representatividade possivel do lote de alimentos a ser analisado. A exatidao analitica
perde totalmente sua importancia se a amostragem nao for feita cuidadosamente e sob
critérios precisos e racionais.

Os alimentos sd3o muito varidveis em sua composi¢do, principalmente os
alimentos frescos de origem vegetal. Frutas e verduras da mesma variedade t€m suas
composicdes varidveis, segundo as mudangas que podem ocorrer no periodo pds-colheita
como resultado de atividade fisiolégica descontrolada. Além disso, os métodos de

processamento de alimentos causam modificagdes adicionais na composi¢do dos mesmos.
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Os cuidados a serem tomados durante a amostragem e o preparo das amostras
dependerdo do grau e da extensdo das variacdes naturais na composicdo dos
alimentos, frescos ou processados.

Por outro lado, ndo somente ocorrem diferencas na composicao entre frutas e
verduras da mesma variedade, mas também entre as varias partes da mesma fruta ou
verdura. Isso dependera da anatomia e fisiologia particulares do vegetal a ser
analisado.

Além disso, diversos tipos de alimentos industrializados sdo constituidos de
partes heterogéneas, como sanduiches, por exemplo, e que n@o podem ser
considerados como um todo.

Os processos de preparacdo envolvem diversas etapas, como secagem,
moagem, corte, dissolucdo, etc. Cada tipo de amostra ird determinar o(s) processo(s)

mais indicado para sua preparagao.

2. OBJETIVO

~

Neste capitulo s@ao descritos os procedimentos relativos a amostragem para

analise, preparo e armazenagem de amostras de alimentos para consumo humano.

3. FUNDAMENTO

O método baseia-se nos procedimentos adotados e recomendados na literatura
sobre andlise de alimentos e por 6rgdos oficiais de controle de alimentos (JOSLYN,

1970; NORMAS ANALITICAS DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).



4. EQUIPAMENTOS

e “blender” com copos de aco de tamanhos varidveis;
e multiprocessador de alimentos;

e congelador;

o refrigerador;

e facas e espétulas;

e moinhos de martelo e de facas;

e estufa de aquecimento com ventilag@o;

e estufa de aquecimento a vicuo;

e bandeja de ago ou aluminio;

e frascos de vidro de boca larga com tampa pldstica;
* sacos de polietileno de alta densidade;

e ctiquetas auto-colantes;

e chapa de aquecimento com agitagao.

5. PROCEDIMENTOS

5.1. INSPECAO E IDENTIFICACAO DA AMOSTRA

Observar, antes de se efetuar a solubilizagao, se ha qualquer anormalidade na
amostra quanto a seu aspecto fisico, odor, cor, condicdes da embalagem original e
manchas; anotar na folha de resultados.

E importantissimo que as amostras sejam identificadas com etiquetas em que
estejam discriminados seu cddigo de origem e/ou interno de laboratério, sua

procedéncia e eventuais precaucdes que se fizerem necessarias.



5.2. SOLUBILIZACAO DA AMOSTRA

Dividir a amostra recebida pelo laboratério em duas partes aproximadamente
iguais. Uma das partes serd usada na andlise e a outra deverd ser guardada como
contraprova.

A contraprova e a amostra para andlise, quando ndo destinadas a utilizacdo
imediata, devem ser devidamente acondicionadas em recipientes adequados de acordo
com o estado fisico do produto, para que as modificagdes quimicas, bioquimicas ou
microbioldgicas sejam as minimas possiveis.

Amostras liquidas s@o acondicionadas em garrafas ou frascos com tampa
hermética e amostras sélidas em sacos de polietileno ou frascos de vidro ou pléstico.

As amostras destinadas a determinacdo microbiolégica ndo deverdo ser
tocadas ou retiradas da embalagem original até que seja retirada a aliquota para

aquela determinacio.
5.3. PREPARO DA AMOSTRA

Para amostras em pé ou granuladas deve-se proceder ao quarteamento.
Retirar, do todo da amostra, por¢des representativas de varios pontos (lado, fundos,
centro, etc.).

Juntar as partes e moer em moinho de martelos até obter a menor
granulometria possivel, para uma boa homogeneidade da amostra.

Para proceder qualquer uma das determinagdes, espalhar a amostra sobre uma
folha de papel de filtro grande, separar em quatro partes semelhantes, na forma de
cruz e devolver 2 segmentos opostos ao frasco ou embalagem da amostra. Com os
outros 2 segmentos, juntar e repetir esse processo de quarteamento. Usar 2 segmentos

opostos para pesar a amostra para andlise em duplicata.
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Amostras liquidas devem ser cuidadosamente homogeneizadas no frasco ou em
chapa de agitacado magnética. Desgaseificar, se for refrigerante, por meio da agitagcdo ou
em banho de ultra-som.

Produtos carneos devem ser separados de ossos, peles, couro e pélos, e moidos

(“blender” ou multiprocessadores) até obter amostra finamente dividida.
Observacao: Fazer o quarteamento.

Produtos heterogéneos devem ser homogeneizados em “blender”, liqiiidificador
ou multiprocessador. Se for desejdvel a determinacdo em separado de cada uma das
partes da amostra, deve-se utilizar processo manual de separagao.

Determinadas amostras podem necessitar de secagem antes das determinagdes,
devido ao alto teor de umidade que torna as concentracdes dos componentes de interesse
muito pequenas, ou devido a maior facilidade de execucdo de certas determinacgdes na
amostra seca. Neste caso, muito aplicdvel a frutas, hortalicas e polpas, deve-se espalhar a
amostra sobre uma bandeja de aluminio ou ago (em tela, se possivel), ou em vidro de
relégio grande, e colocar para secar em estufa com ventilagao ou a vacuo a 45°C. Para a
determinac@o de metais, a temperatura maxima recomendada é de 40°C. Ndo se deve
esquecer de fazer a determinacdo da umidade na amostra fresca, para posterior céalculo
das concentragdes reais dos constituintes da amostra. Apds secagem, proceder como para

amostras granuladas (moagem e quarteamento).

5.4. CONSERVACAO DA AMOSTRA

Amostras de produtos altamente pereciveis, se ndo forem usadas imediatamente,
devem ser armazenadas em “freezers” ou refrigeradores até sua utilizagio, obedecendo
sua durabilidade nestas condi¢des. Antes de serem efetivamente utilizadas, essas amostras

devem ser descongeladas naturalmente até atingirem a temperatura ambiente.



Produtos sujeitos a reacdes enzimaticas quando desintegradas por corte, moagem,
maceragem, etc., ndo devem ser conservados nesse estado, mesmo a baixas temperaturas.
Nesse caso, € preferivel conservar o alimento inteiro, sem qualquer preparacao, deixando
para fazé-lo imediatamente antes das determinacdes.

No processo de descongelamento, deve-se tomar cuidado de evitar a perda da
dgua congelada da amostra. Amostras nao facilmente pereciveis podem ser conservadas
por algum tempo sem refrigeracdo, mas devem estar fora do alcance de insetos e

condicdes ambientais prejudiciais, como calor, luz, gases e poeira.
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