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A intensificacao dos estudos ambientais trouxe, em seu
bojo, a necessidade de uma constante melhoria nos
procedimentos e métodos de amostragem de solo, de dgua e de
sedimento. Pela interacdo de diversos fatores, as amostras
provenientes desses componentes da paisagem, para fins de
avaliacdao de qualidade ambiental, requerem analises
diferenciadas, fato que implica em procedimentos de coletas
também diferenciados. Para cada situacdo ha técnicas
especificas, que incluem desde a distribuicao espacial dos locais
de amostragem, até os procedimentos de acondicionamento e
de transporte das amostras.

O presente manual é destinado a todos aqueles que
trabalham com o meio ambiente e tem o propdsito de subsidiar
as amostragens de campo, seja da matriz solo, agua ou
sedimentos, com a finalidade de enfatizar os cuidados e critérios
de coleta a serem adotados, para que as amostras sejam as mais
representativas possiveis do local a ser amostrado.
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Apresentacao

A Embrapa Meio Ambiente desenvolveu ao longo da ultima década
um conjunto de métodos de andlise ambiental em diferentes condicbes naturais e
situacOes agropecudrias. Dada a diversidade das regides brasileiras em que atuou,
tornou-se exceléncia em termos de oferta de métodos e indicadores visando a
qualidade ambiental de areas rurais.

Neste “Manual de Procedimentos de Coleta de Amostras em Areas
Agricolas para Anélise da Qualidade Ambiental: Solo, Agua e Sedimentos” a
equipe de pesquisa da Embrapa Meio Ambiente envolvida com o tema qualidade
ambiental, especialmente de agua e solo, com a colaboracao de pesquisadores do
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) e do Instituto Bioldgico (IB) de Sao Paulo,
apresenta procedimentos e métodos para a coleta de amostras de solo, agua e
sedimentos.

O Manual que tem como editores Heloisa F. Filizola, Marco Ant6nio
F. Gomes e Manoel Dornelas de Souza, pesquisadores da Embrapa Meio Ambiente,
tem o mérito de reunir em uma Unica publicacdo, um conjunto de métodos,
instrumentos e boas préaticas que vao desde o planejamento, escolha do tipo de
amostragem, a coleta, o transporte e o armazenamento de amostras de solos, de
agua e de sedimentos abrangendo uma diversidade de situacdes e anélises
ambientais.

Na Parte | do Manual os editores destacam questdes gerais como a
importancia da amostragem, a escolha do tipo de amostragem, o seu planejamento
e execucao, as fontes comuns de erros e 0s processos de contaminacao de
amostras.

Na Parte Il do Manual, o foco é a amostragem de solos, destacando-
se as técnicas, planejamento, os tipos de amostragem e suas aplicacdes. Sao

dedicados capitulos especiais para as particularidades que cercam a amostragem



de solos para a andlise de metais pesados, de nitratos, de agrotdxicos e de
parametros biolégicos.

Ja na Parte Il do Manual, os editores destacam a amostragem de
aguas superficiais, a preservacao e o transporte de amostras, apresentando para
tanto os procedimentos para fins de andlise biolégica envolvendo pardmetros
como fitoplancton, zooplancton, bactérias; anélise de nitratos e metais pesados
e; de agrotéxicos, neste caso com recomendacdes de procedimentos também
para a amostragem de aguas subterraneas.

Finalmente, a Parte IV do Manual, destaca as especificidades da
amostragem de sedimentos para analise de metais pesados em corpos d'agua
como rios, riachos, cérregos, lagos, lagoas e represas; para andlise de agrotéxicos
de sedimentos; para andlises fisico-quimicas de sedimentos de lagos e represas/
tanques de aquicultura; e para andlises biolégicas de sedimentos utilizando-se,
entre outros organismos, os macroinvertebrados bentdnicos, as macrofitas, os
fungos aquéaticos e as macroalgas.

E, assim, um Manual bésico de boas préticas de amostragem de
solo, 4gua e sedimentos, fundamental para pesquisadores, extensionistas rurais,
técnicos de organizacdes nao-governamentais, comunidades rurais e mesmo para
o cidadaos comuns que atuam no dia-a-dia da educacdo ambiental e do
monitoramento e gestao ambiental em quaisquer regides brasileiras envolvendo

uma diversidade de problemas ambientais originadas de atividades agropecudrias.

Paulo Choji Kitamura

Chefe Geral da Embrapa Meio Ambiente



Prefacio

A intensificacdo dos estudos ambientais trouxe, em seu bojo, a
necessidade de uma constante melhoria nos procedimentos e métodos de
amostragem de solo, de 4gua e de sedimento. Pela interacao de diversos fatores,
as amostras provenientes desses componentes da paisagem, para fins de avaliacdo
de qualidade ambiental, requerem andlises diferenciadas, fato que implica em
procedimentos de coletas também diferenciados. Para cada situacao ha técnicas
especificas, que incluem desde a distribuicdo espacial dos locais de amostragem,
até os procedimentos de acondicionamento e de transporte das amostras.

O presente manual é destinado a todos aqueles que trabalham com
o0 meio ambiente e tem o propdsito de subsidiar as amostragens de campo, seja
da matriz solo, da matriz 4gua, ou de sedimentos, com a finalidade de enfatizar
os cuidados e critérios de coleta a serem adotados, para que as amostras sejam
as mais representativas possiveis do local a ser amostrado.

A seguir serdao detalhados procedimentos para as fases de
levantamentos preliminares, localizacdo dos pontos de coleta, freqiiéncia e formas
de amostragem, acondicionamento, estocagem e transporte dos materiais
coletados. Serdao também descritos os materiais utilizados, de modo que se consiga,
entre outras vantagens, retardar ou inibir a acdo biolégica, assim como a
volatilizacao e a hidrélise de compostos, com o objetivo de assegurar as condicdes

mais préximas possiveis daquelas da hora e do local de coleta.

Os editores
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Parte 1

GENERALIDADES






Capitulo 1

A importancia e as formas de amostragem em estudos
ambientais

Heloisa Ferreira Filizola, Marco Antonio E Gomes ¢

Manoel Dornelas de Souza

1.1. Processos contaminantes

Nas areas agricolas, os solos e as plantas geralmente recebem
uma grande carga de agrotéxicos, seja na forma de nutrientes ou de defensivos
agricolas, que podem permanecer no solo, ser absorvidos pelas plantas, ser
carreados para as aguas superficiais, ou, ainda, lixiviados, atingindo as dguas
subterraneas. As aguas provenientes de pastos, currais e pocilgas, além da
contribuicdo da carga orgénica, tendem a aumentar o indice de coliformes
fecais e nutrientes nos cursos de dgua, lagos ou represas. Como a contaminacao
nas areas rurais pode provir de vérias fontes, é designada como contaminacao
por fontes difusas. Os despejos industriais, que podem ser encontrados tanto
em areas rurais como urbanas, sao classificados como fonte de contaminacao
pontual.

Os processos contaminantes podem ser separados em eventuais
ou rotineiros. A contaminacao eventual é aquela causada por um aporte muito
grande, de maneira ocasional, de um produto perigoso a vida, no solo ou
diretamente na dgua. Este tipo de contaminacao é de dificil deteccao por
meio de programas de monitoramento.

A contaminacao rotineira é aquela causada por lancamentos
continuos de produtos potencialmente contaminantes, como os agrotéxicos.
O monitoramento da qualidade das dguas e dos solos geralmente tem como
objetivo detectar este tipo de poluicdo. Esse tipo de contaminacao geralmente

tende a ocorrer nas areas de atividades agropecuérias.
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1.2. A Amostragem

A amostragem é de importancia fundamental na avaliacédo e no
controle da contaminacao das dguas, dos solos, dos sedimentos e dos produtos
agricolas, nao se constituindo unicamente na coleta das amostras a serem
analisadas, mas envolvendo desde o planejamento da amostragem até a
interpretacao dos dados que, posteriormente permitirdao a tomada de decisdes
relativas as exigéncias de tratamento da area, caso esteja contaminada, e o
controle das fontes de contaminacao.

A amostragem envolve um bom conhecimento do local e seu
entorno, do problema em questdo (contaminacao por agrotoéxicos, metais
pesados, etc.), a escolha dos pontos mais representativos e dos equipamentos
mais adequados e os métodos de preservacao das amostras. O objetivo da
amostragem é coletar um volume de agua, de solo, de sedimento ou planta
suficiente para as anélises a serem realizadas.

As amostras deverao ser identificadas por um ndimero ou sigla,
local de coleta, data e hora. Para tanto, devem ser utilizados etiquetas e
marcadores resistentes a 4gua, ao manuseio e a estocagem. Registrar em um
caderno informacodes sobre o local amostrado, em especial as coordenadas
geograficas obtidas por meio de GPS, dados sobre o tipo da amostra, o
amostrador utilizado, as condicées do tempo, além dos dados inseridos nas
etiquetas. O volume de 1 litro de 4gua ou 100g de solo, é suficiente para a
maioria das analises. Deve-se utilizar recipientes separados para analises
microbiolégicas, de agrotéxicos e de metais pesados.

Os frascos para a coleta de amostras de dgua deverao ser de
vidro de borosilicato, de preferéncia escuros, ou de polietileno, e resistentes a
alcalis. Tampas rosquedveis de plastico inerte constituem a melhor forma de
vedacao, ja que as tampas de borracha podem desintegrar-se ou liberar metais-
traco quando na presenca de solventes orgénicos e as tampas de vidro nao
sdo adequadas para solucdes alcalinas.

Os frascos a serem usados deverao ser rigorosamente limpos
com detergentes apropriados, enxaguados com agua bidestilada e, a seguir,

com acetona de alta pureza e serem mantidos sempre vedados.
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Dependendo do tipo de anélises a serem realizadas, os solos
poderao ser acondicionados em vidros, frascos plasticos ou de polietileno de
boca larga ou ainda em sacos plasticos. Os primeiros encarecem o processo
de amostragem, mas certos tipos de compostos podem reagir com o plastico,
impedindo que as amostras coletadas neste tipo de material sejam adequadas.

Para a coleta de solos os frascos utilizados para o
acondicionamento das amostras devem ser previamente tratados, para limpeza
e descontaminacao, com &cido nitrico 10% por 24hs e enxaguados cinco
vezes com agua deionizada (CASARINI et al., 2001).

Deve-se procurar sempre transportar as amostras do local de
coleta para o laboratério em recipientes, como caixas de isopor ou caixas
térmicas, que as protejam de luz e do aumento de temperatura. Se o tempo
necessario para a coleta e o transporte superar algumas horas o uso de gelo
pode ser uma alternativa. Se o tempo for mais prolongado, passando de 12
horas, deve-se usar gelo seco com vedacao total da caixa térmica ou caixa de

isopor.

1.2.1. O Planejamento da Amostragem

Em éareas agricolas, a avaliacao e o monitoramento em especial
da 4gua, sdo geralmente realizados em microbacias, que sdo consideradas
como unidades elementares da paisagem. De acordo com a situacao a ser
avaliada, o monitoramento poderd ainda ser executado na escala da vertente,
em parcelas e mesmo ao longo da rede de drenagem da area. A escolha da
escala de trabalho dependera do tipo de contaminacao a ser avaliado.

A identificacdo das possiveis fontes de poluicao é fator
fundamental na localizacdo dos pontos de monitoramento e na freqiiéncia da
amostragem.

Para a elaboracdo deste planejamento é necessario o
conhecimento das caracteristicas da area tais como a hidrografia, os solos
(tipos e textura), a geologia, a topografia, em especial a declividade, os
parametros climaticos como a pluviosidade, o regime das chuvas e das

temperaturas, os ventos, sinais de erosao e manejo atual e passado da éarea.
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Neste dltimo item deverdo ser levantadas informacdes relativas ao uso do
solo, tais como a localizacao das dreas de mata e de cultura, os tipos de
cultura praticados, as praticas culturais adotadas, os produtos utilizados nas
lavouras, tais como agrotéxicos, fertilizantes e corretivos, em que dosagem e
qual a freqliéncia e datas de aplicacdo dos mesmos.

E importante que a localizacdo dos pontos de coleta sejam
georreferenciados por GPS, conforme j4 mencionado anteriormente ou, no
minimo, com trena e bussola, para a avaliacao da distribuicao espacial do(s)
elemento(s) contaminante(s). Dessa forma, a localizacao das areas com solos
contaminados permitird formular inferéncias sobre a possibilidade de
contaminacao dos corpos de agua superficiais por carreamento do solo, ou,
ainda, de acordo com as caracteristicas do(s) elemento(s) contaminante(s), a
poluicdo dos lencdis freéaticos por lixiviacao.

No caso de solos e solucao do solo, a escolha dos pontos e da
profundidade da amostragem mais eficientes esta sujeita ao que esta se
procurando (metais pesados, residuos de agrotéxicos, nitrato). Por exemplo,
se o0 agrotoxico procurado for pouco soltvel e tiver o coeficiente de particao
do carbono orgénico (K ) alto, a amostragem do solo n&o precisara ser muito
profunda, ja que sua mobilidade é baixa. Mas se o solo tiver sido arado apés a
aplicacdao de um herbicida, a coleta deverd ser feita entre 25-30 cm de
profundidade, ja que este intervalo corresponde a profundidade média de aracao.

As diferentes formas de planejamento da amostragem serao

discutidas nos capitulos a seguir.

1.2.1.1. Fontes de erro

Trés tipos de erro estdao associados a amostragem: a) a
amostragem em si, b) a escolha dos locais e c) aos erros analiticos. Como
estes erros sao cumulativos devem ser levados em consideracao no
planejamento da amostragem (DICK et al., 1996).

a) Erros de amostragem: ocorrem porgue nao é possivel analisar
a totalidade da area e as amostras coletadas representam apenas um pequeno

subgrupo.
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b) Erros de selecao dos locais: derivam da retirada de amostras
nao representativas da drea, como por exemplo, amostras de solo coletadas
em carreadores.

c) Erros analiticos: podem resultar da manipulacao, do recipiente
de coleta, da estocagem, do preparo e da técnica analitica.

Aumentando-se o nimero de amostras, aumenta-se a precisao,
diminuindo assim o impacto do erro de amostragem. J& o erro de selecédo pode

ser reduzido com um bom plano de amostragem.

1.2.2. Freqiiéncia de amostragem

Os periodos de coleta sdo tdo importantes quanto a escolha dos
locais e também nao sao fixos, pois estdo condicionados ao que serd monitorado.
O processo produtivo nas areas agricolas pode ser subdividido em vérias etapas:
preparo do solo, que inclui, de maneira geral, aracao, gradagem, aplicacao de
herbicidas pré-plantio, fertilizacao e calagem; plantio; aplicacdes de defensivos
agricolas pré e pds-emergentes ao longo do periodo da cultura e colheita.
Assim, a freqliéncia de amostragem vai estar subordinada aos contaminantes
a serem monitorados e das etapas citadas acima. A freqiiéncia de amostragem
para cada matriz e possiveis contaminantes serd discutida nos capitulos a

seguir.
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Capitulo 2

A amostragem de solos

Heloisa Ferreira Filizola, Marco Antonio Ferreira Gomes

¢ Manvel Dornelas de Souza

2.1. Técnicas de amostragem

A escolha das técnicas de amostragem esta condicionada a
localizacao dos residuos no perfil do solo, do tipo de solo e das propriedades
dos contaminantes que estao sendo monitorados. H4 uma variedade muito
grande de técnicas de coleta de solos na zona insaturada. Estas técnicas podem
ser divididas em dois tipos: coleta de amostra continua por meio de um tubo
inserido no solo, manualmente ou por meio de um equipamento hidraulico; e

coleta segmentada do solo por tradagens sucessivas.

2.1.1. Amostragem continua com tubo

Na amostragem continua de solo ndo perturbado sao utilizados
tubos de no minimo 50 mm de didmetro para garantir a quantidade necesséria
de solo para mais de uma andlise, caso seja necessario repeti-la. Tubos deste
didametro, geralmente podem ser inseridos manualmente até uma profundidade
aproximada de 0,5 m. De 1 a 2 m de profundidade é necesséria a utilizacao de
sondas pequenas de impacto e em maiores profundidades deve ser utilizado
equipamento de perfuracao convencional. O tubo de amostragem deve ser
cuidadosamente limpo antes da sua insercao no solo, conforme o item 1.2.
Esta forma de coleta é usada para a coleta de um perfil completo de solo, o
qual, apés a coleta, é seccionado nas profundidades de interesse.

Existem dois problemas relacionados a esta técnica. O primeiro

esta relacionado a estrutura do solo do horizonte superior. Geralmente a
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estrutura é solta ou em grénulos, o que favorece o deslocamento destes ao
longo das laterais do tubo, quando este é pressionado para baixo, contaminando
assim o solo em maior profundidade. Segundo Norris et al. (1991), uma forma
de evitar este inconveniente é congelar o tubo com o solo coletado, abri-lo e
manualmente retirar o material deslocado ao longo do tubo.

Ainda segundo os autores acima, outra forma de evitar o problema
seria coletar o horizonte superior separadamente, alargar o furo de coleta,
forra-lo para impedir que o material de cima se desloque e inserir um novo
tubo a partir desta profundidade.

O segundo problema é a possibilidade de compactacao ou
expansao do solo dentro do tubo, o que faz com que o comprimento da amostra
no tubo nao seja equivalente a profundidade coletada. Esta alteracao
normalmente estd ligada a uma mudanca da textura do solo, ou quando a

rocha é encontrada.

2.1.2. Amostragem por tradagens sucessivas

E a mais utilizada, permitindo que a coleta ultrapasse os 10m de
profundidade sem necessidade de equipamentos pesados ou sofisticados. O
formato da extremidade do trado manual de aco inox a ser utilizado vai
depender do tipo de solo a ser amostrado: normalmente utiliza-se rosca para
materiais coesos (argilosos) e caneco para materiais granulares (arenosos).
Esta forma de coleta ndo compacta o solo, permitindo que a profundidade
amostrada seja realmente aquela que o trado atingiu. Outra vantagem é que
dado o diametro do trado (entre 7 e 8,5cm) a quantidade de solo retirada,
além de ser mais do que suficiente para as analises, serd, dada a quantidade,
mais representativa.

Um aspecto importante é o cuidado que o tradador deve ter ao
introduzir o trado no solo para evitar que material de superficie e de
profundidades menores sejam incorporados aos de maior profundidade.

Os demais equipamentos de coleta sdo: enxada para limpeza da
superficie do solo, espatulas de aco inoxidavel para retirada das amostras e
bandejas de polietileno para homogeneizacao das amostras, no caso de amostras

compostas.
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A cada ponto de amostragem, a vegetacao, a cobertura vegetal
morta e o material grosseiro da superficie do terreno devem ser removidos
com a enxada, tomando-se o devido cuidado para ndo remover uma camada
muito espessa da superficie do solo. A camada superficial (1 a 5 cm) deve ser
coletada manualmente, com o auxilio de um anel também de aco inoxidavel,
com didametro de 5 cm e a altura de acordo com a profundidade a ser coletada.

Apds cada tradagem, o solo deve ser retirado do trado com o
auxilio de uma espétula e colocado na bandeja de homogeneizacao, no caso
de amostras compostas. A porcao superior da amostra deve ser descartada,
quando esta nao for a coleta dos 10 primeiros centimetros; a porcéo aderida
ao trado também devera ser desprezada, de modo a evitar a contaminacéao da
amostra com metais originarios da ferramenta, assim como as laterais da
amostra, para eliminar ao maximo qualquer possibilidade de contaminacao do
solo acima. As amostras simples deverao ser colocadas diretamente no saco
plastico ou no frasco de boca larga, etiquetadas e identificadas.

A quantidade de amostra ndo precisa ser muito grande, 100g
sdo suficientes, pois normalmente sao utilizados de 10 a 20g de Terra Fina
Seca ao Ar (TFSA), para a quantificacao de metais pesados ou de agrotéxicos
existentes.

A cada nova amostragem, em maior profundidade, os
equipamentos de campo devem ser tratados com acido nitrico e enxaguados
com agua deionizada (CASARINI et al., 2001).

Apéds a coleta das subamostras, o solo coletado devera ser
homogeneizado manualmente, utilizando-se um par de luvas descartaveis
especificas para cada bandeja, formando uma amostra composta para cada
profundidade. Esta devera entao ser colocada no frasco ou saco plastico

etiguetado e identificado e acondicionada para o transporte ao laboratério.

2.2. O Planejamento da Amostragem

Como ja dito, em areas agricolas, a avaliagcdo e o monitoramento

sao geralmente feitos a partir de microbacias, mas em fung¢éao da situacao a
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ser avaliada, o monitoramento podera ainda ser executado na escala da

vertente, ou em parcelas.

2.2.1. Avaliacédo por microbacia

Uma microbacia pode comportar mais de um tipo de solo e de
atividades agricolas. A variacao do solo, quando existir, tem como conseqiiéncia
um funcionamento hidrico diferenciado dentro da microbacia, assim em solos
arenosos a infiltracao vertical da agua é mais intensa que em outros tipos de
solos e, deste ponto de vista, seriam os solos que teriam maior capacidade de
lixiviacdo de agrotéxicos para as dguas subterraneas, enquanto que, nos solos
argilosos, a tendéncia maior seria o retardamento da infiltracdo da solucao do
solo com a retencao, pela argila e pelos 6xidos de ferro, de alguns compostos
organicos, ou ainda a mudanca de direcao do fluxo de 4gua que pode passar
de vertical a lateral.

As atividades agricolas sdao o ponto de partida para a selecao das
moléculas/compostos a serem monitorados, sejam elas organicas (agrotéxicos,)
ou inorganicas (nitrato, nitrito, amonio e metais pesados) ja que mesmo que
existam aqueles comuns a vérias culturas, alguns deles sao especificos para
certos tipos de culturas. Assim, nas areas cultivadas com soja, nao ha razao
para monitoramento do N, enquanto potencial contaminante. Assim, o primeiro
passo é delimitar as areas com solo e culturas diferentes. Em seguida, devera
ser feito o levantamento dos agrotéxicos utilizados em cada cultura e as
épocas de aplicacao.

Os agrotéxicos levantados deverao ser entdo agrupados em
classes segundo seu grau de toxidade, sua meia vida, seu K_, seu potencial
de lixiviacdo, que sao os parametros utilizados para a selecdo daqueles que
devem ser monitorados e em que matriz — solo, solucao do solo ou agua
subterranea. No capitulo 5, estes pardmetros serdao melhor definidos.

A partir da delimitacado dos tipos de solos, da definicdo dos
agrotéxicos que serdao monitorados e da época de aplicacdo pode-se entao
definir os locais onde o solo devera ser coletado, a profundidade e a

periodicidade das coletas. A profundidade e os periodos de coleta deverao
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estar relacionados as datas de aplicacao e de acordo com os parametros fisico-

quimicos citados acima.

2.2.2. Amostragem ao longo de vertentes (Fig. 1)

Na amostragem ao longo de uma vertente é importante o
conhecimento dos solos, dos fluxos hidricos internos ao longo da mesma e da
profundidade e declividade do lencol no terco inferior da vertente. Este tipo de
avaliacdo é muito utilizado quando a microbacia selecionada é homogénea,
tanto em termos de solos, como em termos de cultura, pois a amostragem
feita ao longo de uma vertente, seria representativa de toda a microbacia.
Permite também, a partir dos resultados das analises, juntamente com os
dados acima (tipo de solo, hidricos e cultura), a formulacdo de modelos de
previsdo de contaminacao da dgua subterranea.

Em qualquer um dos casos acima, a amostragem dos solos pode
ser feita por amostras simples ou pontuais, por amostras multiplas, em torno
e préximas a um ponto, que sera considerado o ponto de coleta ou por amostra
composta, cuja coleta é feita em varios pontos da area ou das parcelas e que
depois sdo misturadas. Na condicao de amostras multiplas ou de amostra

composta, cada porcdo amostrada é denominada de subamostra.

MO NTE Ap. ARENOSD
MTE BAUND, AREMC-ARGILOED

HOSIZONTE AMGRELD ARGILISI-AEERTS0 HIHITE G TIFC G2 CULTURS
B HORIZONTE VERMELAAG ., AMOSTRAGEM ADLOMGO D4
B HORIZONTE ARENOST-ARGILOED WERTENTE

LIMITE 0 TIFD DE 50L0

Fig. 1. Pontos de amostragem ao longo das vertentes de uma microbacia.
Adaptado de Boulet (1990).
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2.3. Plano de amostragem

O numero e os locais de coleta devem ser definidos dentro do
plano de amostragem especifico de cada projeto. Este plano devera ser
preparado em funcao do objetivo do projeto. A primeira decisdo a ser tomada
para o planejamento da amostragem € se a area devera ser seletivamente
amostrada — amostragem por critérios; aleatoriamente amostrada ou dividida
em subdreas para amostragem — amostragem aleatdria estratificada (DICK
etal., 1996).

2.3.1. Amostragem por critérios ou determinista

E apropriada para certas situacées onde ha claras
evidéncias que é uma area representativa do problema, mas depende bastante
da pratica do investigador. Geralmente este tipo de amostragem nao é
recomendado por que ndao had maneira de avaliar a precisao/relacdao dos
resultados ja que estes sao inteiramente dependentes do julgamento e bom

senso do amostrador.

2.3.2. Amostragem aleatéria simples

Este tipo de amostragem evita a subjetividade na
amostragem. Uma das formas de executd-la é marcar uma rede ou grade de
pontos (grid) sobre a area. A distancia, horizontal e vertical, entre os pontos
darede, nao é fixa pois é subordinada ao tamanho da area a ser amostrada,
por exemplo, em parcelas experimentais pequenas (100 X 100m), geralmente
arede éde 10 X 10m.

Conforme a area a ser monitorada aumenta, o tamanho da grade
também aumenta. E importante que esta grade seja desenhada e referenciada
com as coordenadas de cada ponto de interseccao entre as linhas, com piquetes
marcando, no campo, estes pontos. O ideal seria coletar o maior nimero de

amostras possivel, mas dado o custo das analises e o tempo a ser despendido,
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normalmente tratamentos estatisticos diversos sao utilizados para a
determinacado do nimero minimo de pontos a serem coletados e qual sua

distribuicao na rede (Fig. 2).
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Fig. 2. Mapa de amostragem aleatéria, com as dimensdes, em escala, da éarea.

Um dos inconvenientes da amostragem aleatdria é que a mesma
fornece informacdes limitadas da distribuicdo espacial do que esta sendo

monitorado.

2.3.3. Amostragem aleatdria estratificada

A amostragem aleatéria estratificada é obtida coletando uma
amostra aleatéria dentro de cada subarea como explicado para a amostragem
aleatdria simples. As subdreas sao definidas por suas caracteristicas originais
que podem ser identificadas. Estas podem ser: o tipo de solo, a topografia, ou
as diferencas do uso do solo. A vantagem deste procedimento é que permite
que o investigador caracterize cada subarea e melhore a precisao para estimar
a area inteira da amostragem. As desvantagens sao: trabalho maior para a
amostragem e custos analiticos mais altos. Na Figura 1 pode ser encontrado
um exemplo de delimitacdo das subdareas, tanto por tipo de solo, como por

cultura .
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2.4. Amostras simples ou pontuais

A amostragem pontual pode ser realizada de maneira
determinista, aleatéria ou em grade de pontos (grid). A amostra simples leva
a resultados pontuais, ja que a distribuicdo dos diferentes elementos no solo
nao é homogénea, podendo estar localmente concentrados ou mesmo nao
estarem presentes em outros locais.

Do conjunto dos resultados das amostras simples pode ser
extraida a média da quantidade do(s) elemento(s) na 4rea em avaliacao e
saber o maximo e o minimo de cada um dos elementos presentes, mas como
a amostra simples requer uma grande quantidade de pontos de coleta e de

analises, para ser representativa, acaba tornando-se mais dispendiosa.

2.5. Amostras pontuais muiltiplas (Fig. 3a)

As amostras multiplas em torno e préximas a um ponto, que sera
considerado o ponto de coleta, tendem a diminuir o erro que a amostra simples
pode induzir. Esta forma de amostragem pode também ser feita de forma
determinista, aleatéria ou em grade. Definido o ponto de coleta, sao retiradas,
em torno deste ponto, de 3 a 5 subamostras que serdo misturadas e analisadas

como se fossem a mesma amostra.

2.6. Amostra composta (Fig. 3b)

Para se obter uma amostra composta, a coleta é feita em varios
pontos da area ou da parcela. O resultado analitico da amostragem composta
é a média, ndo matematica, da quantidade do(s) elemento(s) procurado(s) na
area ou parcela. Este procedimento de amostragem é baseado em uma série
de operacoes para extrair quantidades de solo, que, combinadas e reduzidas a
tamanho apropriado, serao representativas da area em questao.

Para se obter amostras representativas € necessario levar em
consideracao que existe uma grande variedade de condicOes sob as quais as

amostras serao coletadas; deste modo torna-se dificil estabelecer um
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procedimento que seja aceito e ideal em todas as situacoes. Assim, a anélise

de cada situacao é a melhor forma de planejar e executar a amostragem.

60 - 100 m

Fig. 3. a) Amostras pontuais multiplas. b) Amostra composta.

2.7. Amostragem da agua ou solucao do solo

Para a coleta da solucdo do solo, normalmente utilizam-se
extratores de solucdo. Estes extratores podem ser comprados no mercado
(Fig. 4) ou mesmo construidos pelo usuario. Amostradores da 4gua ou de
solucao do solo, também chamados lisimetros de succao, sdo usados para
coletar amostras da solucdo do solo. Os amostradores sao instalados nas
profundidades desejadas e ali deixados, quando nao houver problemas de roubos
ou depredacao dos mesmos, para serem utilizados nas amostragens periddicas.
Estes amostradores consistem basicamente em uma capsula ou copo de
ceramica porosa e em um tubo ou garrafa de coleta. Uma bomba de vacuo é
usada para criar vdcuo no amostrador, que extrai a 4gua da matriz do solo por
meio de uma capsula porosa.

No caso de extratores construidos pelo usuario, deve-se tomar
cuidado para que o liquido coletado nas garrafas nao fique exposto a luz e ao
calor. Para tanto deve-se utilizar caixas de isopor com gelo, ou enterrar as

7

garrafas no solo. Outra solucao é “fazer o vacuo” no final do dia e a coleta das
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garrafas de manha bem cedo. Para se ter uma quantidade suficiente da solucao
o ideal é instalar varios extratores nos pontos e profundidades de coleta.

O procedimento consiste em se aplicar uma pressao de succao
(vacuo), com o uso de uma bomba de vacuo, para que a agua suba, por
capilaridade, pela mangueira tipo espaguete, até o frasco que encontra-se
fixado na haste (PVC) principal do extrator. O frasco deve ser em vidro ambar
para protecao contra a fotodecomposicao do produto amostrado. Em seguida
a extracao, a amostra deve ser colocada, imediatamente, em recipiente
refrigerado de preferéncia em gelo e conduzido para o laboratdrio onde devera
ser guardado em cémara fria a 5°C, seguindo os mesmos procedimentos
adotados para as amostras de solo.

Pode-se também coletar o solo em campo, 2 a 5kg (dependendo
do estado de umidade do mesmo), e extrair a solugao em laboratério via panelas
de Richard. Essa nao é a melhor maneira, pois requer muito material para que

se consiga no minimo 0,5L de solucao.
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Amastrador para grandes volumes de
solucdo do solo projetado para a
instalagao em profundidades de 15 cm
a 1.8 m. Awunidade consiste em um
tubo do PV de 4.8 cm de didgmetro
exterior, um copo de cerdmica porosa
com um valar da entrada de ar de 2
bars (kPa 200} e uma tampa de
Santoprene. A tubulacio de neoprano
¢ usada como uma porta de acesso
para & extragio € a retirada da
amaosira,

Bomba de vécuo/pressio:
fomece vécuo até 0.9 bar
(90 kpal e pressdes até 75
psi (60O kpa). inclui a
komba e o seletor de
vAcuo/pressao.

Bomba manual de vacuo
[mostrada com a tubulacio
& 0 tampan).

Amostrador de solucdo do
solo onde as amaosiras sao
coletadas para detectar
concentracdes de solutos ou
de pesticidas orgénicos ou
inorganicos, com sensibilidade
de partes por bilhdo.

Amaostrador de solugho do sole
usado para @ amostragem
profunda, abaixo de 100 m de
profundidade, ou onde os
funcionamentos laterais longos
sHo requeridos,

Este amostrador consiste em
um copo cerdmico de 2 bars
1200 kPa), no corpo do PVC, &
am um tampdo na extramidada.
0z encaixes de alta pressio da
compressio permitem a
conexdo da tubulagdo do vacuo
e da pressdo do polietileno.

Amostrador de
profundidade
instalado para coleta,

Fig. 4. Diversos tipos de amostradores de solucdo do solo. Cortesia da

Soilmoisture Equipment Corp.

http://www.soilmoisture.com/catalog.html
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Capitulo 3

Amostragem de solos para analise de metais pesados

Heloisa Ferreira Filizola, Manoel Dornelas de Souza ¢

Marco Antonio Ferreira Gomes

A presenca de metais pesados, definidos como os elementos
guimicos com densidade maior que 5g cm3, em fertilizantes e corretivos tem
sido objeto de muitos estudos devido ao fato destes elementos permanecerem
no solo por um tempo indefinido e, dessa forma, causar perigo a saide humana
ou animal ao entrarem na cadeia alimentar, ou de serem carreados por
enxurradas para as aguas superficiais ou, ainda, lixiviados para a agua
subterranea.

Embora a solubilidade dos metais pesados dependa da forma em
que esses se encontrem no solo, o pH é uma das caracteristicas do solo que
mais afeta a solubilidade. A medida que o pH aumenta, a solubilidade do Cd,
Cu, Hg, Ni, Pb, Zn e do Cr, no estado de oxidacao lll, diminui, enquanto que
As, Mo e Se tornam-se soltveis (BERTON, 2000).

Em geral os metais pesados encontrados nos fertilizantes e
corretivos sdao: Cadmio (Cd), Cromo (Cr), Cobre (Cu), Niquel (Ni), Chumbo
(Pb), Ferro (Fe), Cobalto (Co), Manganés (Mn), Molibdénio (Mo), Mercurio
(Hg), Estanho (Sn) e Zinco (Zn). Entre estes, deve-se ressaltar que alguns sédo
essenciais as plantas (Cu, Fe, Mn, Mo, Ni e Zn), as bactérias fixadoras de
nitrogénio (Co) e aos animais (Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo e Zn).

Apesar da possibilidade de mobilizacao dos metais no perfil dos
solos, normalmente os maiores teores sao encontrados nos horizontes
superficiais, nos quais também ocorre maior acimulo de matéria orgénica, o
que possibilita a formacao de quelatos, imobilizando-os.

Solos submetidos a cultivos intensivos, por longos periodos de

tempo, tendem a apresentar niveis mais elevados de metais pesados,
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especialmente em regides de agricultura baseada em técnicas modernas e
sem restricoes econdmicas, ja que as formulacoes NPK e as diversas formas

de fosfato sdo importantes fornecedores de metais pesados (Tabela 1).

Tabela 1. Teores de alguns metais pesados em corretivos e fertilizantes

Metal (':lll.lantidade_1 Qqantidade 1
minima (ug g') maxima (ug g’')
Cadmio 2,4 51,9
Chumbo 17,9 2817
Nigquel 8 3300

Adaptada de Amaral Sobrinho et al, (1992).

A quantidade de metais pesados no solo sem interferéncia
antropogénica resulta do teor destes na rocha de origem e do grau de

intemperizacdo que esse material sofreu (Tabela 2).

Tabela 2. Teores de metais naturalmente presentes nos solos no Estado de Sao
Paulo.

Solos avaliados: Latossolos Vermelhos, Latossolos Vermelho-Amarelos, Nitossolos
Vermelhos, Argissolos Vermelhos, Argissolos Vermelho-Amarelos, Gleissolos,
Neossolos Quartzarénicos, Neossolos Fluvicos, Neossolos Litdlicos, Organossolos
Haplicos, Cambissolos e Espodossolos

Concentracdo (mg kg de solo)

Metal M de amostras

Minima Maximo
Antimanio < 2hb <25 b4
Arsénio < (0,20 17,60 84
Bario b 223 84
Cadmio < 0,50 < 0,60 b4
Chumbo <5 23,6 84
Cobalto <75 65 54
Cobre 3 393 84
Cromao 2,2 172,5 a1
Ferro OO 198.6500 84
Manganés ] 2.330 24
Mercirio < 0,02 0,08 84
Molibdénio <25 <25 54
Miguel 1,68 73.5 84
Prata =<0,5 15,4 b3
Vanadio <85 818 54
Selénio <0,20 0.56 LT
Zinco 1.5 200 84

Adaptada de: Casarini et al. (2007}
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A CETESB em seu “Relatério de estabelecimento de valores
orientadores para Solos e Aguas Subterraneas no Estado de Sdo Paulo”
(CASARINI et al., 2001) propde valores de alerta (Tabela 3) com base em
risco e no conceito de prevencao a contaminacao, de modo a evitar que o solo
transforme-se em area contaminada. Sua funcao é a de orientar a aplicacao
de insumos agricolas, de lodo de estacao de tratamento e avaliacao de fonte
de contaminacao por deposicao atmosférica de material particulado (ex.:
chumbo secundério), entre outros.

O valor de alerta (Tabela 3) indica uma possivel alteracao da
qualidade natural dos solos e dguas subterraneas e, quando excedido, ha um
potencial poluidor para esses meios, devendo ser exigido um monitoramento,
efetuando-se um diagnéstico de qualidade, identificando-se e controlando-se
as possiveis fontes de contaminacao, de modo a cessar o aporte de poluentes.
Elevadas concentracdes de metais podem ser encontradas naturalmente em

casos especificos, representando uma anomalia natural do solo (Tabela 2).

Tabela 3. Valores de alerta para metais pesados em solo

Metal Valores de alerta Metal Valores de alerta
2 (mg kg de solo) sta (mg kg’ de solo)
Antimoénio 2,0 Cromo 75
Arsénio 15 Mercdrio 0,5
Bario 150 Molibdénio 30
Cadmio 3 Niquel 30
Chumbo 100 Prata 2
Cobalto 25 Selénio 5
Cobre 60 Zinco 300

Adaptada de: Casarini et al. (2001)

3.1. Como Amostrar

Para se obter amostras representativas é necessario levar em
consideracao que existe uma grande variedade de condicOes sob as quais as
amostras serdo coletadas; deste modo torna-se dificil estabelecer um
procedimento que seja aceito e ideal em todas as situagdes. Assim, vamos
analisar algumas situacdes e discutir a melhor forma de planejar e executar a

amostragem.
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3.1.1. Uso continuo de fertilizantes

Se o uso de fertilizantes tipo NPK ou fosfatado, em solos argilosos,
for superior a 20 anos, o ideal é que a coleta seja feita em duas profundidades,
0-10cm e 80-100cm, principalmente para a deteccao do Cd que tem mobilidade
alta. A escolha de 80 a 100cm como profundidade fixa da camada de
subsuperficie tem como base os estudos preliminares, desenvolvidos no
Instituto Agronémico de Campinas (IAC), em solos tipo latossolos (OLIVEIRA
& PRADO, 1987). Assim é possivel a quantificacdao dos metais pesados
presentes no solo e avaliacao da lixiviacdao dos mesmos. Se o0 uso é recente
(< 10 anos), basta uma coleta de O-10cm.

Em solos de textura média e arenosos, a coleta devera ser feita
nas duas profundidades citadas acima, ja que estes solos favorecem a lixiviacao.

A U. S. Environmental Protection Agency — EPA - (1996) define
a espessura de dois centimetros de solos como aquela onde a contaminacao
ocorre predominantemente, mas por causa das perturbacoes induzidas pela
aracao e gradagem, ha necessidade de coleta de amostras abaixo de dois

centimetros de profundidade.

3.1.2. O uso continuo de lodo de esgoto

Embora contenham quantidades consideraveis de nutrientes, os
lodos de esgoto contém também metais pesados que sado potencialmente
téxicos as plantas, animais e ao homem (MORTVEDT, 1996). A periculosidade
desses metais deve-se ao fato de substituirem outros metais constituintes das
enzimas necessarias as atividades metabdlicas dos seres vivos, prejudicando
ou mesmo suprimindo sua funcao vital (LAGERWERFF, 1972). Adicionados ao
solo junto com o lodo, esses metais podem acumular-se no solo e passar para
a cadeia alimentar.

Além do risco de contaminacao do solo, das plantas e dos animais,
os metais pesados contidos no lodo podem sofrer movimentacao no perfil dos
solos mediante processos fisico-quimicos ou biolégicos, oferecendo risco de
contaminacao das dguas subterraneas e superficiais (McBRIDE et al., 1997).
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Indicacao nesse sentido é dada por resultados citados por McBride
et al. (1997), que mostram contaminacao da 4gua de pocos com cadmio em
areas que receberam lodo de esgoto por longo tempo. Segundo Mortvedt
(1996), taxas de aplicacao anuais de lodo e cargas maximas permitidas nos
solos devem integrar os conhecimentos das caracteristicas do lodo e dos solos
onde serao aplicados, bem como das culturas a serem plantadas nessas areas.
Nos paises onde o uso agronémico de lodo de esgoto ja é comum, foram
estabelecidos critérios de aplicacdo em areas agricolas. Segundo esses critérios
a dose maxima de aplicacao anual é ditada em geral pelo teor de N ou P do lodo,
pela exigéncia nutricional da cultura para tais elementos e pelo metal pesado que
estiver em teor total mais elevado, sendo que o periodo de aplicacao, em anos, é
ditado pelas quantidades de metais pesados neles contidos.

No Brasil, as pesquisas sobre o uso de lodo de esgoto na agricultura
desenvolvidas até o momento estiveram voltadas para a avaliacdo da eficiéncia
agronémica desses produtos, tendo-se constatado, em geral, sua efetividade
no aumento de produtividade das culturas e como fornecedor de nutrientes
para as plantas (GUIMARAES et al., 1982; GUSHI et al., 1982: BETTIOL et
al., 1983; BOARETTO, 1986; SILVA, 1995). O efeito de sua aplicacdo em
areas agricolas, em relacdo ao seu potencial de contaminacao do solo, das
aguas e das plantas com metais pesados, ainda é pouco conhecido. Também
as formas quimicas que os metais pesados contidos nos lodos assumem, a
partir do momento que aportam ao solo, sdo ainda pouco estudadas nas
condicdes edafoclimaticas dos tropicos. Este é um aspecto importante do uso
agrondmico do lodo de esgoto, pois 0 movimento dos metais pesados no sistema
solo-agua-planta, esté ligado as relacdes de equilibrio entre as formas quimicas
encontradas no solo apés a adicao desses materiais.

Independente de condi¢cdes edafoclimaticas, os metais pesados
encontram-se no solo sob diversas formas: adsorvidos eletrostaticamente e
especificamente, participando de reacdes de precipitacdo-dissolucao, formando
complexos com a matéria organica, e na solucao do solo (SPOSITO, 1989).
Resultados de diversos trabalhos conduzidos em regides de clima temperado indicam
que as formas quimicas de alguns metais pesados em solos tratados com lodo de

esgoto modificam-se com o tempo, sugerindo concomitante alteracao na sua
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solubilidade e mobilidade no sistema solo-agua-planta e na disponibilidade para as
plantas (SILVEIRA & SUMMERS, 1977; KORCAK & FANNING, 1978; MCGRATH
& CEGARRA, 1992; MCBRIDE, 1995). Chang et al. (1982), Sing & Narvall (1984),
Chu & Wong (1987), McLean et al. (1987) e Rappaport et al. (1987) mostram
aumentos nos teores de metais pesados no solo e nas plantas cultivadas em solos
tratados com lodo de esgoto. Esses metais podem permanecer no solo por longo
tempo e apresentar efeitos residuais nas plantas cultivadas. McBride et al. (1997),
avaliando o comportamento de metais pesados em area de solo argilo-siltoso,
tratado com 240 t/ha de lodo de esgoto hé quinze anos, verificaram que Cd e Zn
remanescentes na camada aravel, apds esse periodo encontravam-se ainda em
formas disponiveis e provocaram fitotoxicidade em plantas de milho. Os autores
observaram evidéncias de lixiviacdo de Cd, Zn, Cu e Hg da camada aravel do
solo. Brown et al. (1997) também verificaram movimento de metais pesados no
perfil do solo, mas somente com doses elevadas de lodo, ou com lodos com altas
concentracoes de metais pesados. Segundo os autores, ndo ha indicacao de que
os metais pesados se movimentem no perfil do solo em areas que recebam doses
adequadas de lodo.

Os lagos e reservatoérios constituem ambientes de deposicao para
os metais pesados. A forma de transporte desses elementos é, principalmente,
particulada, no caso de contaminacao originada de areas agricolas (ESTEVES,
1983). A relacdo entre a concentracdo de metais pesados nos sedimentos e
dissolvido na &gua pode chegar a ordem de 1900 vezes, como observaram Esteves
& Tolentino (1986) em represas de Sao Paulo. Devido ao efeito de acumulacao
na cadeia tréfica, mesmo pequenas concentracoes de metais pesados na dgua
podem originar efeitos téxicos nas comunidades bidticas, e por conseguinte, atingir

o homem caso este venha a utilizar estes recursos.

3.2. Locais de amostragem

Como nas areas agricolas, a presenca de metais pesados
estd ligada ao uso de fertilizantes, pode-se escolher entre amostrar a area
inteira, ou partes desta, se a mesma for homogénea. A escolha dos locais de

amostragem pode ser por tipo de solo ou independente do tipo de solo.
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Por tipo de solo: Delimitada a area abrangida por cada tipo de
solo, acoleta das amostras podera ser feita a partir de uma grade de pontos,
ou por caminhamento aleatério ou em ziguezague dentro da area. O nimero
de pontos de coleta geralmente é fornecido pela estatistica, pois estes estao
condicionados ao tamanho da area a ser avaliada e do tipo de trabalho a ser
executado. Assim, uma area muito grande necessitara de mais pontos que

uma area pequena (Fig. 1).

LI ER IS

Fig. 1. Amostragem aleatdria por tipo de solos.

Independente do tipo de solo: Neste caso a area a ser avaliada, é
repartida em parcelas e subparcelas formando uma grade dentro das quais as

amostras ou subamostras sao coletadas.

3.3. Freqiiéncia da amostragem

A freqliéncia da amostragem para a avaliacao dos metais pesados
no solo é dependente do tipo de trabalho que esta sendo desenvolvido e dos
niveis encontrados. Estes niveis variam de pais para pais e também conforme
o uso do solo, estando subdivididos em nivel de referéncia (R), nivel de alerta(A)
e nivel de intervencao (l), conforme proposicao da Casarini et al. (2001),
fundamentada na metodologia desenvolvida pelo Ministério da Habitacao,
Planejamento e Meio Ambiente da Holanda (VROM, 1988 e 1994).
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* nivel de referéncia ou valor de referéncia de qualidade — R - indica o nivel de

qualidade para um solo considerado limpo.

* nivel de alerta ou valor de alerta — A — indica uma possivel alteracao da
qualidade natural dos solos, com carater preventivo e quando excedido, requer

monitoramento, identificacdo das fontes de poluicdo e seu controle.

* nivel de intervencado ou valor de intervengao — | — indica o limite de
contaminacao acima do qual, existe risco potencial de efeito deletério sobre a
saude humana, havendo necessidade de uma acao imediata na area, a qual
inclui uma investigacao detalhada e a adocao de medidas emergenciais, visando
a minimizacao das vias de exposicao como a restricao do acesso de pessoas a

area e suspensao do consumo de agua subterranea (CASARINI et al., 2001).

No caso de serem encontrados valores acima do nivel de alerta
(A), a fonte de contaminacao deve ser identificada e interrompida. Apés esta
etapa, coletas periddicas de seis meses a um ano permitirdo que seja observado
o decréscimo ou a manutencao dos valores encontrados, ja que os metais
pesados tém comportamentos diferenciados devido as suas caracteristicas
(solubilidade em agua, coeficiente de desor¢éo (K ), forma de complexacéo),
e as medidas de descontaminacao, caso estas sejam tomadas.

Quando os valores encontrados estao acima do nivel de
intervencao, o monitoramento da area devera ser feito em funcao das medidas
tomadas para a descontaminacao da area. Neste caso, a freqUéncia da

amostragem é dependente das técnicas descontaminantes adotadas.

Referéncias

AMARAL SOBRINHO, N. M. B.; COSTA, L.M.; OLIVEIRA, C. de; VELLOSO,
A.C.X. Metais pesados em alguns fertilizantes e corretivos. Revista Brasileira
de Ciéncia do Solo, v.16, n.2, p.271-276, 1992.

BERTON, R.S. Riscos de contaminacao do agrossistema com metais pesados.
In: BETTIOL, W.; CAMARGO, A.O. (Ed.). Impacto ambiental do uso agricola
do lodo de esgoto. Jaguaritina: Embrapa Meio Ambiente, 2000. 312p.

44



Amostragem de solos para anélise de metais pesados

BETTIOL, W.; CARVALHO, P.C.T.; FRANCO, B.J.D. Utilizacdo do lodo de
esgoto como fertilizante. O Solo, v.75, n.1, p.44-54, 1983.

BOARETTO, A.E. (Coord.). Uso do lodo de esgoto como fertilizante. Botucatu:
FINEP, 1986. 185p.

BROWN, S.; CHANEY, R.; ANGLE, J.S. Subsurface liming and metal movement
in soils amended with lime-stabilizes biosolids. Journal of Environmental Quality,
v.26, p.724-732, 1997.

CASARINI, D.C.P.; DIAS, C. L.; LEMOS, M.M.G. Relatoério de estabelecimento
de valores orientadores para solos e dguas subterraneas no Estado de Sao
Paulo. Sao Paulo: CETESB, 2001. 246p.

CHANG, A. C.; PAGE, A.L.; WARNECK, J.E.; JOHANSON, J.B. Effects of
sludge application on the Cd, Pb and Zn levels of selected vegetable plants.
Hilgardia, v.50, p.7-14, 1982.

CHU, L.M.; WONG, M.H. Heavy metal contents of vegetable crops treated
with refuse compost and sewage sludge. Plant and Soil, v.103, n.2, p.191-
197, 1987.

ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY (EPA). Soil screening guidance:
user s guide. Washington, DC : EPA, Office of Solid Waste and Emergency
Response, 1996. 39p. + Apéndices. (EPA/540/R-95/018).

ESTEVES, F.A. Levels of phosphate, calcium, magnesium and organic matter
in the sediments of some Brazilian reservoir and implications for the

metabolismof the ecosystem. Archives of Hidrobiology, v.96, p.129-138, 1983.

ESTEVES, F.A.; TOLENTINO, M. Identificacao e caracterizacado de alguns
grupos de represas do Estado de Sao Paulo, com base na composicao quimica
dos seus sedimentos. Ciéncia e Cultura, v.38, p.540-545, 1986.

GUIMARAES, C.R.B.; BOARETTO, A.E.; NAKAGAWA, J. Utilizacdo do lodo
de esgoto em comparacao com fertilizantes quimicos feijao irrigado. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE INICIACAO CIENTIFICA EM CIENCIAS
AGRARIAS, 2., 1982, Piracicaba. Anais... Piracicaba: ESALQ, 1982. p.216-
218.

45



Manual de Procedimentos de Coleta de Amostras em Areas Agricolas para Anélise da
Qualidade Ambiental: Solo, Agua e Sedimentos

GUSHI, R.S.; BOARETTO, A.E.; NAKAGAWA, J. Utilizacao do lodo de esgoto
em comparacao com fertilizantes quimicos — feijao nao irrigado. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE INICIACAO CIENTIFICA EM CIENCIAS
AGRARIAS, 2., 1982, Piracicaba. Anais... Piracicaba: ESALQ, 1982. p.214-
216.

KORCAK, R.F.; FANNING, D.S. Extractability of Cd, Cu, Ni and Zn by double
acid versus DTPA and plant content at excessive soil levels. Journal of
Environmental Quality, v.7, n.4, p.506-512, 1978.

LAGERWERFF, J.V. Lead, mercury and cadmium as environmental
contaminants. In: MORTVEDT, J.J.; GIORDANO, P.M.; LINDSAY, W.L. (Ed.).
Micronutrients in agriculture. Madison: Soil Science Society of America, 1972.
p.593-628.

McBRIDE, M.B. Toxic metal accumulation from agricultural use of sludge:
Are USEPA regulations protective? Journal of Environmental Quality, v.24,
p.5-18, 1995.

McBRIDE, M.B.; RICHARDS, B.K.; STEENHUIS, T.; RUSSO, J.J.; SAUVE, S.
Mobility and solubility of toxic metals and nutrients in soil fifteen years after
sludge application. Soil Science, v.162, n.7, p.487-500, 1997.

McGRATH, S.P.; CEGARRA, J. Chemical extractability of heavy metals during
and after long-term applications of sewage sludge to soil. Journal of Soil
Science, v.43,n.2, p.313-321, 1992.

MCcLEAN, K.S.; ROBINSON, A.R.; MACCONELL, H.M. The effect of sewage-
sludge on the heavy metal content of soils and plant tissue. Communications
in Soil Science and Plant Analysis, v.18,n.11, p.1303-1316, 1987.

MORTVEDT, J.J. Heavy metal contaminants in inorganic and organic fertilizers.
Fertilizer Research, v.43, p.55-61, 1996.

OLIVEIRA, J.B. de; PRADO, H. do. Levantamento pedolégico semidetalhado
do Estado de Sao Paulo: quadricula de Ribeirao Preto; Il. Memorial Descritivo.

Campinas: Instituto Agronémico, 1987. 133p. (Boletim, 7).

46



Amostragem de solos para anélise de metais pesados

RAPPAPORT, B.D.; MARTENS, D.C.; RENEAU, R.B.; SIMPSON, T.W. Metal
accumulation in corn and barley grown on a sludge-amended Typic Ochraqualf.
Journal of Environmental Quality, v.16, n.1, p.29-33, 1987.

SILVA, F.C. Uso agrondmico de lodo de esgoto: efeitos em fertilidade do solo
e qualidade da cana-de-actcar. 1995. 154p. Tese (Doutorado) — Escola Superior

de Agricultura “Luiz deQueiroz”, Piracicaba.

SILVEIRA, D.J.; SOMMERS, L.E. Extractability of copper, zinc, cadmium, and
lead in soils incubated with sewage sludge. Journal of Environmental Quality,
v.6,n.1,p.47-52, 1977.

SINGH, B.R.; NARWALL, R.P. Plant availability of heavy metals in a sludge-
treated soil: Il. Metal extractability compared with plant metal uptake. Journal
of Environmental Quality, v.13, n.3, p.344-349, 1984.

SPOSITO, G. The chemistry of soils. New York: Oxford University Press,
1989. 234p.

VROM. Ministry of Housing, Spatial Planning and Environment. Premisses for
risk management: annex to the Dutch Environmental Policy Plan. The Hague :
Lower House, 1988. (session 1988-1989).

VROM. Ministry of Housing, Spatial Planning and Environment. Intervention
values and target values: soil quality standads. The Hague: VROM, 1994,
19p. (DBO/07494013).

47






Capitulo 4

Amostragem de solos para andilise de nitratos

Manoel Dornelas de Souza ¢ Adriana Marlene Moreno Pires

O nitrato, uma das formas de nitrogénio aproveitadas pelas
plantas, resulta da mineralizacdo do nitrogénio organico contido no solo, seja
ele nativo ou adicionado por meio de residuos organicos. Devido ao fato de
nao ser retido pelas particulas do solo, que em geral apresentam carga
elétrica predominantemente negativa, esse anion permanece livre em
solucao. Em funcao disso, a quantidade presente no solo que exceda a
capacidade de absorcao das raizes das plantas fica sujeita a lixiviacao,
podendo, ao longo do tempo, atingir o lencol fredtico e os corpos de dgua
por ele alimentados.

O primeiro passo ao se decidir avaliar a contaminacado de uma
area por nitratos é formular claramente o tipo de informacao que se almeja e
como os dados analiticos serao utilizados. Os objetivos podem variar desde
uma simples caracterizacdo de uma area sem histérico de contaminacao até
um levantamento preciso para determinar o grau e a fonte da contaminacao.
A fase de amostragem é importante, apresenta uma especificidade muito
grande, devendo ser planejada caso a caso por meio da elaboracdao de um
plano de amostragem antes de ir a campo.

Desta maneira, a localizacdo dos pontos de amostragem, a
freqliéncia da amostragem e o tamanho das amostras sao todos dependentes
do programa de andlises proposto. As amostras devem ser as mais
representativas o possivel da area a ser amostrada. Portanto, em um programa
cujo objetivo é avaliar niveis de qualquer poluente no ambiente, é essencial
garantir a representatividade e a conservacao das amostras até que estas
sejam analisadas (GOULDEN, 1978).
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4.1. Determinacdo do plano de amostragem

O plano de amostragem varia conforme o objetivo da avaliacéao,
as caracteristicas da drea em questao, bem como as caracteristicas da fonte
de poluicdo do nitrogénio. Por exemplo, se o objetivo da amostragem é de
averiguar se ocorreu contaminacao recente em uma area, pode-se optar por
realizar uma avaliacdo na camada superficial, identificando a presenca e
concentracao das formas em que o nitrogénio se apresenta. Por outro lado,
caso esta fonte seja sollvel e o solo tenha sido submetido a intensa precipitacao
pluviométrica, pode ser mais interessante o estudo em diferentes profundidades
do perfil do solo. No caso de monitoramentos de areas contaminadas sempre
se recomenda o estudo em diferentes profundidades, para que se possa
identificar a profundidade em que se encontra o pulso de nitrato. A maioria de
nossos solos apresenta predominancia de cargas negativas e como o nitrato
também é uma molécula de carga negativa, ela é repelida das superficies das
argilas e fica livre na solucao do solo e pronta para lixiviacao por acao da
gravidade quando solo recebe muita chuva ou irrigacdo. Para manter o equilibrio
elétrico do sistema a molécula de nitrato é sempre acompanhada por um cation
monovalente como potassio, sédio etc.

Como regra geral em uma area contaminada recomenda-se fazer
uma malha quadrada de 5m de lado (25m?) e executar uma tradagem para
cada quadrado. Em caso de contaminacao linear o ideal € uma tradagem a
cada bm de distancia (IAP, 2004).

Em avaliacOes cujo objetivo é determinar o grau de contaminacao
de uma area, deve-se inserir no plano de amostragem a coleta de amostras
testemunhas, de um solo com as mesmas caracteristicas que o contaminado
e que esteja localizado préximo a este e nas mesmas profundidades. Em muitos
casos, recomenda-se a coleta de solo nao cultivado, em areas onde a acao

antropogénica é minima.
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4.2. Coleta das amostras de solo

Deve-se remover a vegetacao e outros detritos da superficie do
solo a ser amostrado e a seguir coletar amostras compostas, para determinar
a concentracdao média da molécula de interesse. O solo deve ser retirado do
trado com auxilio de uma espétula de aco inox descartando-se a porcao externa
da amostra para evitar contaminacao das paredes do furo feito pelo trado.
Uma amostra composta é formada por pelo menos 3 amostras simples. A
homogeneizacado para obter a amostra composta pode ser feita em sacos
plasticos ou em bandejas. Na certeza de contaminacao recente a amostragem
pode ser feita préxima a superficie (0-20cm e 20-40cm).

A amostra composta deve ser pelo menos de 500g para ser
enviada ao laboratério (ALLOWAY, 1995).

Em solos com pedregosidade aparente ou pouco profundos, sugere-
se que a coleta restrinja-se a camada de O — 20cm.

A ferramenta de amostragem deve ser o trado com médulos de

alongamento, pois é comum se fazer tradagens até 8m de profundidade.

Capsula porosa Mangueira 1/8"

Tubo FWC

v

Rolha de Silicons

Frasco de widro

Fig. 1. Extrator de solucao do solo.
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Outro procedimento é estudar a concentracao do nitrato na
solucao do solo. Neste caso instalam-se extratores de solucao do solo nas
profundidades determinadas e extrai-se a solugdo do solo com auxilio de
extratores de solucao do solo (Fig. 1) e bomba de vacuo. Normalmente estes
extratores sdo colocados na profundidade de 1m, pois se considera que a
solucao do solo que passou desta profundidade nao estd mais disponivel para
as raizes das plantas, portanto seu potencial para contaminar o lencol freatico

é maior.
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Capitulo 5

Amostragem de solos para analise de agrotéxicos

Marco Antonio Ferreira Gomes, Heloisa Ferreira Filizola,
Manoel Dornelas de Souza, Vera Licia Ferracini e
Sonia Claudia Nascimento de Queiroz

Em relacdo aos agrotéxicos, a amostragem de solo deve levar
em consideracao o conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas basicas
de cada molécula, principalmente para se estabelecer em quais profundidades
existe maior probabilidade de sua ocorréncia.

Assim, recomenda-se que, antes da amostragem, seja realizado
o levantamento e a caracterizacdo dos agrotéxicos usados na area, priorizando
sempre aqueles de maior interesse para o estudo, ja que os custos de anélise
sao freqlentemente muito elevados.

A caracterizacao dos agrotéxicos normalmente fundamenta-se
na avaliacdo do potencial de lixiviagao, que pode ser estimado pelos indices de
GUS, (GUSTAFSON, 1989), GOSS (GOSS, 1992) e LIX (SPADOTTO,
2002), utilizando-se de dados da literatura, pois quase sempre nao se dispoe
no Brasil de pardmetros desses compostos no solo em que estd sendo
amostrado. Entre esses pardmetros estdo a meia-vida (t)2) e K__do agrotoxico.
E importante ressaltar que existem no mercado mais de trezentos ingredientes
ativos (i.a.) de agrotdxicos, o que torna oneroso ou até inviavel a avaliacao
dos dois parametros acima para cada um deles nos principais solos agricolas
brasileiros.

Assim, por exemplo, se um agrotdéxico a ser monitorado tem um
KDC alto ou muito alto, a coleta nao devera ser muito profunda; ja um agrotéxico
com baixo K__devera ser coletado em profundidades maiores pois seu potencial
de lixiviacao é maior. A periodicidade devera ser definida em funcao da meia

vida dos agrotéxicos selecionados.
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Existem simuladores, como o Chemical Movement in Layered
Soils (CMLS) entre outros, que auxiliam na escolha das profundidades e da
periodicidade das coletas.

Com a definicdo do potencial de lixiviacdo, pode-se entao
estabelecer as profundidades a serem amostradas, com um certo grau de
confianca e com uma possibilidade maior de estar amostrando na profundidade
correta. Nos diversos trabalhos existentes (LUCHINI et al., 2002; OLIVEIRA
Jr.etal., 2001; QUEIROZ & MONTEIRO, 2000; TORNISIELO et al., 1997) a
amostragem de solo geralmente é feita em duas profundidades 0-10cm e de
10-20cm. Nos casos em que o agrotéxico com alto potencial de lixiviacao
aparecer na profundidade de 10-20cm, determina-se outra faixa de
profundidade (20-40cm) para verificar seu possivel deslocamento até essa
faixa.

Nos casos em que o agrotéxico apresenta um baixo potencial de
lixiviacdo, cujo valor pelo indice de GUS encontra-se entre 1,8 e 2,8
recomenda-se a profundidade de coleta de O-10cm, podendo-se estabelecer
intervalos de 1 cmoude 2cm.

Ja nos casos em que o produto nao apresenta qualquer potencial
para lixiviar, com valores de GUS « 1,8 por exemplo, recomenda-se um
procedimento de amostragem em superficie, com identificacdo dos provaveis
caminhos via escoamento superficial (ver também Capitulo sobre
SEDIMENTOS).

A gquantidade de amostra de solo requerida para andlise de
agrotéxico é bem superior aquela para analise de metais, principalmente porque
devido a sua baixa concentracao no solo, normalmente em ug/L, ha necessidade
de se submeter o solo a diversas extracOes para se ter uma concentracao
minima detectdvel por cromatografia, considerando ainda o limite de deteccao
de cada equipamento. Na pratica, recomenda-se a coleta de, pelo menos,
1 kg de solo argiloso e 2 kg de solo arenoso. A quantidade maior de solo
arenoso, fundamenta-se na possibilidade do mesmo reter menor quantidade
de agrotéxico, o que exigiria nimero maior de extracdes para se ter um extrato

mais concentrado.
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A amostra deve ser acondicionada em sacos plasticos em
ambiente refrigerado, preferencialmente em gelo seco ou comum; o gelo
comum normalmente é usado para armazenamento com tempo inferior a 24
horas, uma vez que apés esse periodo quase sempre ocorre o degelo,
aumentando o grau de dificuldade de transporte das amostras. Em seguida a
esse procedimento, encaminhar a amostra o mais rapido possivel para ser
armazenada em camara fria a 5°C. A anélise deverd ser feita,
preferencialmente, dentro de 7 dias. Se a previsao de andlise for superior a

esse periodo, deve-se congelar a amostra.
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Capitulo 6

Amostragem de solo para analises bioldgicas

Ragquel Ghini, Sueli dos Santos Freitas ¢
Anibal Ramadan Oliveira

Atividades agricolas provocam significativos impactos na biota
do solo. Por esse motivo, os organismos habitantes do solo constituem
importantes indicadores de alteracoes ambientais. Existe um grande nimero
de variaveis bioldgicas que podem ser quantificadas em amostras de solo para
estudos de qualidade ambiental em areas agricolas. Entre as mais utilizadas
estao a densidade, a freqiiéncia, a atividade e a biomassa de organismos.
Essas variaveis representam importantes aspectos ecolégicos, como a
distribuicao de populacées e a diversidade de espécies, informando sobre
processos biolégicos e interacao de organismos nas areas investigadas. Neste
capitulo, pelas caracteristicas peculiares de seu estudo, os organismos do
solo serao didaticamente divididos em microrganismos, compreendendo algas,
bactérias e fungos do solo, e macrorganismos, ou componentes da fauna do
solo, compreendendo protozoarios, nematdides, enquitreideos, minhocas,
acaros e colémbolos do solo.

Andlises biolégicas podem ser baseadas tanto em pequenas
quantidades de solo mantidas em laboratério com algum fim especifico quanto
em areas estabelecidas no campo. Embora no primeiro caso todo o solo possa
ser analisado em experimentos laboratoriais, a coleta e a contagem de todos
os individuos de uma populacao ou comunidade presentes em uma determinada
area no campo é praticamente impossivel. Assim, apenas uma pequena parte
dos individuos, ou uma amostra, pode ser avaliada quanto as varidveis de
interesse, permitindo inferéncias sobre os resultados para a populacao ou

comunidade como um todo. Mesmo no caso de experimentos laboratoriais, o
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solo levado ao laboratério provavelmente deve representar uma area no campo,
em cuja amostragem geralmente ocorrem falhas. Embora os problemas
relacionados as etapas de coleta, transporte e armazenamento de amostras sejam
freqlientemente ignorados, tais atividades influenciam diretamente os resultados.
Conseqlientemente, o planejamento da amostragem deve ser cuidadoso, uma
vez que a precisdo das estimativas obtidas depende do grau de erro dos
procedimentos analiticos e do quao representativas sdo as amostras.
Quando a distribuicao espacial dos organismos visados na area é ao
acaso, os erros de amostragem podem ser mantidos dentro de limites razoaveis.
Porém, quando a distribuicdo nao é ao acaso, uma acurada amostragem torna-se
mais dificil e os resultados podem ser invalidos. A distribuicao de organismos no
solo é influenciada por muitos fatores, como alimento, 4gua, profundidade, raizes
e interacdo com outros organismos, e assim raramente apresenta-se ao acaso.
Inimeras vezes recorre-se a andlise quimica de varidveis ligadas direta ou
indiretamente a presenca ou a atividade de organismos, como, por exemplo, o
carbono e o nitrogénio da biomassa microbiana, a atividade respiratéria do solo e
a disponibilizacao de alguns nutrientes. Nesses casos, os cuidados com a tomada
de amostras tornam-se bastante semelhantes aos recomendados para as analises
de fertilidade do solo. Entretanto, tais procedimentos ndao sdo adequados em
outros tipos de andlises e alguém que se propusesse a definir métodos especificos
para a amostragem de todos os organismos em cada uma das situacoes possiveis
teria diante de si uma tarefa extremamente dificil. No entanto, em muitos dos
casos, as amostragens de solo para analises biolégicas em areas agricolas
apresentam aspectos comuns, os quais serao abordados neste capitulo juntamente

com os problemas referentes a cada procedimento adotado.

6.1. Representatividade da amostra

O primeiro ponto que se pode questionar é a representatividade
da amostra em relacdo a area. Quanto a esse aspecto, do ponto de vista
pratico, a amostragem para fins de andlises bioldgicas guarda semelhancas
com a que é feita para andlise da fertilidade do solo, como por exemplo, de

nitrogénio, assunto abordado em outro capitulo deste livro.
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Deve-se lembrar que quanto mais homogénea for a area que se
deseja representar com uma amostra, mais representativa sera essa amostra.
Assim, uma primeira recomendacéao serd dividir a area total de interesse em
subareas semelhantes quanto ao maior nUmero possivel de caracteristicas
definiveis. Para tanto, a obtencao de informacdes detalhadas a respeito da
area de coleta é indispensavel. Os seguintes fatores bidticos e abidticos,
segundo Paul & Clark (1989), sao de grande importancia para a divisdo da
area em estudos com microrganismos, podendo também contribuir para a
interpretacao dos resultados: topografia, tamanho e tipo de particulas, tipo e
material de origem do solo, contelddo de nutrientes, histérico de manejo,
histérico da vegetacao, cobertura vegetal e produtividade, presenca de raizes,
adicado de matéria organica, presenca de animais, teor de CO, e O,, teor de
umidade, variacdo de temperatura, quantidade e distribuicao de chuvas.

Microrganismos possuem algumas peculiaridades que tornam a
amostragem um pouco diferente e exigem alguns procedimentos diferenciados
das analises de fertilidade. Pela extrema sensibilidade microbiana as variacoes
ambientais, como a temperatura, a umidade, a concentracao de oxigénio e o
valor de pH, a presenca de certos grupos de microrganismos pode variar bastante
no espaco de alguns centimetros de solo. Por exemplo: Blackwood & Paul
(2003) observaram que diferentes fracdes do solo — classificadas de acordo
com sua densidade - abrigavam diferentes comunidades bacterianas,
provavelmente devido a maior ou menor disponibilidade de carbono orgéanico
para a atividade microbiana. Num caso extremo, Ellingsoe & Johnsen (2002)
citam o trabalho de Parkin (1987), que observou que, dentro de uma amostra
de 98 g de solo, toda a desnitrificacdo microbiana ocorria numa subamostra
de apenas 0,08 g.

Também os macrorganismos apresentam grande sensibilidade a
fatores bidticos e abidticos de variacao local, como a disponibilidade de alimento,
umidade, temperatura, porosidade do solo, sombreamento e sistema radicular,
entre outros. Como a distribuicdo desses fatores raramente é homogénea, a
maioria dos macrorganismos freqlientemente apresenta distribuicao espacial
vertical ou horizontal agregada, com grande variacao na composicao especifica

e no nimero de individuos no espaco de apenas alguns centimetros de solo
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(WALLWORK, 1976; BACHELIER, 1978; EDWARDS, 1991). A irregularidade
na distribuicao vertical de protozodarios e nematéides, por exemplo, determinada
mais pela presenca de alimento do que de agua, é um fator de grande
importancia a ser considerado na amostragem, sendo a maioria de individuos
geralmente encontrada em camadas de solo com maior quantidade de raizes
e matéria organica (AESCHT & FOISSNER, 1996). Tanto a distribui¢do vertical
quanto a horizontal agregadas caracterizam as populacdes de artrépodes no
solo, tendo, além da presenca de alimento, também a disponibilidade de dgua
como uma de suas principais causas (USHER et al., 1982, citando o trabalho
de Usher, 1976). Segundo Winter & Voroney (1993), os fatores mais
importantes que determinam a abundancia de microartrépodos no solo,
representados principalmente por acaros e colémbolos, sdo: 1) o tipo e a
quantidade de residuos organicos em decomposicdo e seus efeitos na
microbiota, 2) a estabilidade estrutural do solo e resultante porosidade e 3) a
umidade. Como esses fatores variam localmente, grande quantidade de
individuos pode estar presente em certas regioes do solo, associada a
fragmentos vegetais em decomposicao, por exemplo, enquanto pequenas
quantidades ocorrem a apenas alguns centimetros de distancia. Padroes de
distribuicao espacial de diversos componentes da fauna do solo e os fatores
que os afetam podem ser encontrados nos trabalhos de Phillipson (1971),
Berthet & Gerard (1965) e Usher (1975).

A irregularidade na distribuicdo de organismos ressalta a
importancia da homogeneidade tanto da drea quanto da amostra de solo na
andlise de micro e macrorganismos. Nesse sentido, medidas que visem atenuar
o efeito da heterogeneidade de microambientes produzida por fatores locais
também devem ser consideradas. Conforme a espécie vegetal cultivada, tanto
a distribuicao do sistema radicular como o grau de sombreamento do solo,
entre outros fatores, podem variar com a posicao da amostra em relacao a
base das plantas. Para padronizagdo, a posicdo da amostra em relacao as
plantas nas linhas e entrelinhas pode ser um fator importante a considerar na
determinacao dos pontos de amostragem, como foi adotado por Oliveira et al.
(2000). Tomadas as medidas de padronizacao, a decisdo quanto ao nidmero

de subamostras cabe inteiramente ao pesquisador, que levard em conta o
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maximo de informacdes que tiver sobre a drea e sobre o método que utilizara
para determinacao daquela variavel. O importante é que a amostra em que se
fara a andlise seja homogénea.

Muitos autores utilizam amostras compostas na coleta de
microrganismos (KLEIN & PASCHKE, 2000), isto é, resultantes da mistura de
algumas subamostras, com a finalidade de aumentar a homogeneidade e reduzir
custos, pela analise de um menor nimero de amostras, porém mais
representativas. O nUmero de subamostras varia muito, indo de duas (SALINAS-
GARCIA et al., 2002), ou cinco (GONZALEZ et al., 2003) até dez (PANKHURST
et al., 2002). Entretanto, essa abordagem é valida sob determinadas condicdes:
as amostras devem ser compostas por igual nimero e quantidade de
subamostras e nao deve haver interacao entre as subamostras individuais que
possa afetar os resultados (WOLLUM Il, 1994).

Amostras compostas também podem ser utilizadas para alguns
grupos de macrorganismos, como protozodarios e nematéides (McSORLEY &
WALTER, 1991; AESCHT & FOISSNER, 1996). Embora ferramentas
estatisticas que permitam determinar o nimero de subamostras necessarias
sejam escassas, a maioria dos pesquisadores utiliza entre 10 e 20 subamostras
(AESCHT & FOISSNER, 1996). Amostras compostas, entretanto, geralmente
nao sao indicadas para a maioria dos outros grupos faunisticos do solo. O
procedimento altera a estrutura do solo e prejudica a remocao posterior dos
individuos, principalmente por métodos dindmicos tradicionais de extracao
como funis de Berlese-Tullgren, Macfadyen e Kempson (EDWARDS &
FLETCHER, 1971; ADIS, 1987, 2002; EDWARDS, 1991; OLIVEIRA et al.,
2000), além de poder destruir organismos delicados pelo efeito abrasivo das
particulas do solo ao se misturarem as subamostras individuais.

Variacdes sazonais, juntamente com o desenvolvimento da prépria
cultura vegetal, também exercem grande influéncia na biomassa e atividade
microbiana, assim como na fauna do solo. Isso é resultante da combinacao de
fatores como temperatura, umidade e vegetacao, além da modificacdo dos
efeitos de préaticas agricolas ao longo do tempo, como a reestruturacao do
solo, sombreamento e adicdo de matéria organica ao solo, entre outros. Uma

forma de se obter uma mais completa caracterizagado da biota do solo é a
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realizacao de repetidas amostragens durante o ano, procedimento de grande
importancia para o reconhecimento de variacdes sazonais. Embora a exigéncia
quanto a freqiiéncia de coleta varie conforme os organismos de interesse, no
caso da fauna - considerando-se que ha limitac6es em relacao ao nimero de
amostras possivel de ser processado por coleta ou ao longo do estudo — é
recomendavel que as amostragens representem o maior nimero possivel de
fases da area investigada. Para uma Unica avaliacao, a coleta de amostras
nao deve ser imediatamente apés um evento climatico extremo, como um
longo periodo de seca, por exemplo.

Todavia, como medida de padronizacao, Oliveira et al. (2000)
realizaram coletas dois dias apds o término de precipitacdes pluviais superiores
a 20 mm em diferentes periodos, permitindo que a umidade nas amostras de
solo estivesse sempre em torno de 25% nas diferentes épocas de amostragem.
Outros fatores, como a adicao de fertilizantes minerais ou compostos orgéanicos,
também podem alterar a atividade microbiana, assim como a fauna do solo.

O pesquisador deparar-se-3, inevitavelmente, com a necessidade
da decisao sobre o nimero de amostras do solo a serem coletadas, assim
como de repeticdes. A obtencao de amostras representativas, com andlises
cujos resultados possam ser tratados estatisticamente, é extremamente
importante. Na definicdo quanto ao nimero de pontos a serem amostrados, o
pesquisador devera valer-se do conhecimento da area e do processo que deseja
medir, considerando a distribuicdo espacial especifica dos organismos de
interesse na andlise. Geralmente, uma avaliagao preliminar auxilia a definicdo
dos procedimentos de amostragem e evita problemas futuros (VEERESH &
RAJAGOPAL, 1988). Nesse sentido, técnicas de geoestatistica podem
complementar a estatistica classica para auxiliar a coleta de dados de campo,
Nos casos em que as observacoes nao sao espacialmente independentes.

Baath & Anderson (2003), por exemplo, utilizaram cinco amostras
para representar uma area de 2500 m?, na avaliacdo da taxa respiratéria de
fungos e de bactérias, separadamente. J& Chapman et al. (2003) - com
outro objetivo, embora tenham também avaliado a respiracao, entre outras
varidveis — dividiram a drea com trés linhas paralelas de 180 m de comprimento

e distantes 50 m entre si. Cada linha foi dividida em dez partes, com onze
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pontos sobre cada uma. Tomaram amostras em todos os pontos de intersecao
dessa malha. Nesse ultimo trabalho, os autores compararam uma série de
variaveis quimicas e microbiolégicas como indicadores de mudancas no manejo
do solo. Os nimeros de amostras em um e outro trabalho estado ligados
diretamente aos objetivos dos autores. Segundo Wollum Il (1994), o nimero
depende de quao precisa se deseja a determinacao. Nao se pode esquecer que
um numero excessivo de amostras demanda mais tempo e mais trabalho,
fatores que devem ser ponderados na definicdo da quantidade de amostras
tomadas. Ainda de acordo com Wollum Il (1994), “coletar informacoes demais
gasta tempo e recursos; informacdes de menos tornam o estudo indtil ou
levam a conclusées erradas.”

No caso da fauna, a decisdo quanto ao nimero de amostras talvez
seja a etapa mais critica no planejamento da amostragem. Devido ao alto grau
de agregacao apresentado pela maioria dos macrorganismos, freqliientemente
do tipo binomial negativa, o nimero de pontos de coleta geralmente exigido
para uma amostragem representativa é bastante alto. Obviamente, a definicdo
sobre o nimero de amostras necessario, assim como sobre outros aspectos a
serem considerados na amostragem, deve ser rigorosamente baseada em um
estudo prévio da area, além de informacoes disponiveis da literatura sobre os
grupos faunisticos de interesse. Nesse sentido, Phillipson (1971), Eijsackers &
Bund (1980) e Schinner et al. (1996) oferecem informacao sobre
caracteristicas das agregacoes de diferentes grupos faunisticos, freqtiéncia
de coleta e nimero de pontos de amostragem geralmente adotado para cada
grupo por periodo de coleta (10 amostras no minimo para protozoarios,
nematdides e enquitreideos). O nimero adotado para microartrépodos,
principalmente acaros e colémbolos, é muito variavel. Entretanto,
independentemente do nimero de pontos amostrados, a maioria dos estudos
geralmente enfrenta dificuldade na obtencao de amostras representativas.
No caso de acaros oribatideos, por exemplo, uma vez que o nimero de
individuos coletados em cada ponto apresenta normalmente grande variacao,
um numero muito grande de amostras € geralmente necessario para estimativa
da média de individuos em uma determinada area, apesar de gerar dificuldades

no processamento das amostras. Como recomendacao geral para analises
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faunisticas em solos cultivados, onde a abundéancia de individuos é geralmente
baixa, devem ser tomadas amostras do maior nUmero possivel de pontos do
solo, levando também em conta aspectos praticos como custos, mao de obra,
capacidade de processamento de amostras e caracteristicas do método de

extracao a ser utilizado.

6.2. Coleta das amostras de solo

Antes de proceder a amostragem, alguns autores mencionam
especificamente a necessidade da retirada da camada de serapilheira,
composta por material organico ainda ndao decomposto e, portanto, possivel
indutora de grandes variacdes na atividade microbiana (BAATH & ANDERSON,
2003; CHAPMAN et al., 2003; VOR et al., 2002). Apesar da enorme
diversidade e abundancia de microartrépodos e outros macrorganismos que
podem habitar a serapilheira, apenas a coleta de amostras de solo serd abordada
no presente capitulo com relacao ao estudo da fauna.

Tanto a quantidade do solo a ser amostrado quanto a profundidade
de amostragem sdo muito variaveis, dependendo dos organismos de interesse
e da finalidade da anélise. A profundidade de coleta em areas agricolas limita-
se geralmente a camada agricultavel do solo (O a 20 ou 25 cm) ou ao horizonte
que concentra maior quantidade de raizes (0-10 cm) (PHILLIPSON, 1971;
FORSTER, 1995; SCHINNER et al., 1996).

Na amostragem de solo para utilizacdo em analises quimicas da
presenca e da atividade de microrganismos, poucos pesquisadores mencionam
problemas de contaminac&o, uma vez que esse nio seria um fator critico. E
de se supor que, desde que o instrumento nao esteja “sujo” com a amostra
anterior, pequenas particulas eventualmente presentes nao representariam
fonte relevante de contaminacao de uma substancia quimica a ser analisada
em uma amostra com 50 ou 100 gramas de solo. Mas Blume et al. (2002)
tomaram cuidados para evitar a contaminacao do solo da subsuperficie com o
da superficie, uma vez que estavam comparando a biomassa microbiana, a
estrutura da comunidade e a atividade metabdlica nas camadas de 0-20, 70-

90 e 150-170 cm de profundidade, em amostras nao perturbadas.
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O instrumento utilizado para a amostragem do solo foi
primeiramente lavado com dgua e depois com etanol, como forma de evitar a
contaminacao. Com o mesmo objetivo, descartaram 1 cm do solo em toda a
volta dos nucleos das amostras utilizando uma espatula esterilizada. Assim,
como recomendacdo geral, os implementos e recipientes devem estar
desinfestados e cuidados devem ser tomados para evitar a contaminacao entre
as amostras.

H& uma grande variacdo entre a quantidade de solo a ser
amostrada para as diferentes finalidades em anélises microbiolégicas. Alguns
trabalhos utilizam pequenos agregados de solo para estudos de supressividade
a fitopatégenos (GHINI & NAKAMURA, 2001), outros necessitam de amostras
com 5 a 10 g, como por exemplo, para determinacao de atividade microbiana
por hidrélise de diacetato de fluoresceina (FDA, BOEHM & HOITINK, 1992).
Ha também os que necessitam amostras maiores, perturbadas ou nao,
coletadas com trados grandes. Preferencialmente, entretanto, amostras
similares quanto ao tamanho devem ser obtidas para permitir uma acurada
avaliacao entre as amostras.

Para andlises microbiolégicas, os autores sdo praticamente
unanimes em relatar que o solo deve ser submetido a peneiramento, com a
finalidade de eliminar pedras, raizes e material organico ndo decomposto. Na
grande maioria dos experimentos o solo é passado por peneira com malha de
2 mm (MENDHAM et al., 2003; MENYAILO et al., 2003; BAILEY et al., 2002;
PANKHURST et al., 2002; BARROTI & NAHAS, 2000; JOERGENSEN, 2000;
KLEIN & PASCHKE, 2000; BARAJAS-ACEVES et al., 1999; CHABOT et al.,
1996). Mas hé autores que optam por peneiras de malhas diferentes, como as
de 4 mm (BALOTA et al., 2003; GHANI et al., 2003; LU et al., 2002), 5 mm
(CHAPMAN et al., 2003; KOURTEYV et al., 2002; NGUYEN & HENRY, 2002)
e até mesmo 0,149 mm (CRITTER et al., 2001). Nesse caso da malha mais
estreita tratava-se de um trabalho em que o solo fora submetido a estudos de
microcalorimetria na avaliacado da atividade microbiana; pelo pequeno volume
de cada amostra empregada o tamanho das particulas de solo era fundamental.

O peneiramento é realizado para obterem-se resultados mais

reproduziveis, reduzindo os efeitos da heterogeneidade natural dos solos. Esse

65



Manual de Procedimentos de Coleta de Amostras em Areas Agricolas para Anélise da
Qualidade Ambiental: Solo, Agua e Sedimentos

procedimento é justificdvel para trabalhos que nado estdo avaliando a
distribuicao natural de microrganismos no solo. Também deve ser considerado
que o peneiramento, de certa forma, seleciona microrganismos que nao estao
associados a particulas maiores ou agregados que serdao excluidos. Essa
operacao também pode alterar a composicao original da microbiota, ja que a
fragmentacao da matéria organica torna-a mais disponivel ao ataque dos
microrganismos e, assim, estimula a atividade microbiana. Um periodo de pré-
incubacao, com a finalidade de neutralizar os efeitos do peneiramento, é
recomendado.

Existem vérias fontes de informacao detalhada disponiveis sobre
metodologia de coleta de amostras de solo para analises faunisticas. As
amostras normalmente sao coletadas com o auxilio de ferramentas de
amostragem especificas, denominadas sondas. Embora as sondas sejam
geralmente cilindricas, feitas de aco ou aluminio, sdo muitos os modelos e
materiais que podem ser utilizados. Simples anéis metalicos com uma das
extremidades cortante podem ser empregados na coleta de amostras de até
5 cm de profundidade. Para profundidades maiores do que 5 cm, sao
normalmente utilizados tubos metalicos divididos longitudinalmente em duas
partes iguais, que permitem abertura da sonda para remocao do solo. As sondas,
ao serem inseridas no solo, permitem a coleta de amostras com dimensodes
definidas. O diametro das amostras e a profundidade de coleta dependem das
caracteristicas das espécies de interesse no estudo, como tamanho dos
individuos, abundéncia e grau de agregacao, de modo que o tamanho das
porcoes de solo amostradas pode variar de 2,5 cm a 1 m de didametro e de 5
a b0 cm de altura. Para protozoarios e nematdides usualmente sado utilizadas
sondas de cerca de 2,5 cm de didmetro, variando entre 3 e 5 cm. A profundidade
de coleta em é&reas agricolas geralmente varia entre 5 e 15 cm da superficie
do solo. Para enquitreideos, acaros e colémbolos, sondas de cercade 5 cm
geralmente sao suficientes, podendo variar entre 5 e 8 cm (PHILLIPSON,
1971; EDWARDS, 1991; SCHINNER et al., 1996). A mais alta concentracao
de individuos normalmente é encontrada préxima a superficie do solo g,
portanto, normalmente é suficiente uma amostragem a uma profundidade de

15 cm. Nesse caso, a amostra deve ser separada em camadas de no maximo
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5 cm antes da extracdo dos individuos, principalmente se forem adotados
métodos dindmicos tradicionais de extracao como funis de Berlese-Tullgren,
Macfadyen e Kempson.

Para minhocas e artrépodos grandes, devem ser utilizadas sondas
entre 10 e 30 cm, coletando-se a uma profundidade entre 10 a 20 cm da
superficie do solo (ADIS, 1987, 2002; EDWARDS, 1991; SCHINNER et al.,
1996). Como recomendacao geral para a coleta de amostras de solo para
avaliacao de microartrépodos, é de extrema importancia que o solo nao seja
compactado durante a coleta, procurando-se manter as caracteristicas naturais

de porosidade das amostras da maneira mais integral possivel.

6.3. Transporte e armazenamento

Uma vez retiradas, as amostras para anélise de microrganismos
devem ser acondicionadas em sacos plasticos, que tém a vantagem de serem
permeéaveis a gases como O, e CO, mas n&o permitirem a desidratacé&o das
amostras neles contidas (WOLLUM I, 1994). A desidratacao do solo pode reduzir
o numero e alterar a composicao da comunidade microbiana. O transporte das
amostras deve ser imediato, logo apds a coleta do solo. No caso de amostras nao
perturbadas, deve-se evitar vibracao ou agitacao do material.

Para anélise dos macrorganismos, também é importante que as
amostras sejam acondicionadas em temperatura e recipientes adequados antes
do transporte ao laboratério. O acondicionamento deve ser feito de maneira a
se promover o menor disturbio possivel nas caracteristicas estruturais naturais
do solo, evitando-se compactacao. Amostras mais superficiais, isto é, retiradas
de até 5 cm de profundidade, coletadas com sondas anelares, ndo necessitam
ser removidas do interior dos anéis coletores, sendo cada unidade amostral
transportada ao laboratério dentro de uma sonda. Apesar da necessidade de
um grande nimero de anéis, uma vantagem desse tipo de sonda é que, como
a manipulacao da porgao de solo amostrada ndo é necesséria, afeta-se em
menor grau a porosidade natural, aspecto importante na extracdo dos
macrorganismos por métodos dinamicos como funis de Berlese-Tullgren,

Macfadyen e Kempson.
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No caso dessas sondas, com amostras parcialmente protegidas
pelas paredes dos anéis, pode-se simplesmente acondicionar cada conjunto
sonda-amostra em um saco plastico ou embala-lo com filme de PVC. No caso
de coletas em maiores profundidades, as amostras devem ser removidas do
interior da sonda — tubo metalico dividido longitudinalmente — e repartidas em
camadas de no maximo 5 cm de altura, principalmente no caso da utilizacao
subsequiente de métodos dindmicos de extracdo. Deve-se tomar muito cuidado
no momento de manipular o solo para divisdao das camadas, de modo a nao
pressionar ou compactar as amostras. Nesse caso, o acondicionamento de
cada camada em pequenas caixas plasticas com tampas é mais indicado do
que o uso de sacos plasticos, para evitar compactacao. Uma vez embaladas,
as amostras devem ser acomodadas em caixas de poliestireno para protecao
contra o calor e a insolacdo. Deve-se evitar qualquer tipo de sobreposicao de
amostras no interior das caixas que possa causar pressao sobre o solo. As
amostras devem ser levadas ao laboratério o mais breve possivel, protegidas
contra vibracao durante o transporte.

Com relacdo ao armazenamento de amostras para andlises
faunisticas, o ideal é que o processamento das amostras para extracao dos
macrorganismos se inicie assim que cheguem ao laboratério ou, no maximo,
24 horas ap6s a coleta (EDWARDS & FLETCHER, 1971; MEYER, 1996),
principalmente se forem adotados métodos dindmicos, os mais comumente
utilizados para a extracao dos individuos (EDWARDS, 1991). Se necessario,
durante o tempo anterior ao processamento, as amostras devem ser mantidas
em temperatura ambiente, ou a 25°C. Alguns autores sugerem o
armazenamento de amostras sob refrigeracao (EDWARDS, 1991; WINTER &
VORONEY, 1993), mas como seu efeito na extracdo dos individuos,
principalmente dos artrépodos, por métodos dindmicos ainda nao estd bem
esclarecido (EDWARDS & FLETCHER, 1971; LAKLY & CROSSLEY, 2000), é
melhor que o resfriamento seja evitado.

Quanto aos microrganismos, a questdao do armazenamento
também é um ponto importante a ser considerado. Como raramente se pode
processar todas as amostras ao mesmo tempo, em que condicoes devem ser

mantidas em laboratério até que as analises sejam feitas? A recomendacao
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geral é que as amostras sejam mantidas nas mesmas condicdes fisicas, quimicas
e biolégicas que elas se encontravam /n situ, a partir do momento da coleta
até arealizacao da andlise, o que é impossivel. Do ponto de vista pratico, é
quase unanime o armazenamento sob refrigeracdo. A maioria dos autores
recomenda que as amostras sejam coletadas e colocadas em caixas contendo
gelo e, apés o transporte até o laboratério, sejam mantidas em geladeira (4°C).
Outros acreditam que é preferivel manter em temperatura ambiente, com a
finalidade de reduzir os efeitos das alteracdes de temperatura nas amostras.
Outra possibilidade interessante é preservar as amostras em recipientes
térmicos ou similares. Willians & Gray (1973) sugerem que blocos maiores de
solo podem ser obtidos em campo, levados ao laboratério e subamostras
retiradas imediatamente antes da andlise. A viabilidade desse procedimento
depende principalmente das caracteristicas fisicas do solo e da disponibilidade
de coleta, transporte e armazenamento de todo esse material. O ideal, em
todos os casos, é que as amostras sejam utilizadas logo apds a coleta.

Quando ha armazenamento em geladeira, o periodo em que podem
ser mantidas a essa temperatura sem que os resultados sejam comprometidos
ainda nao estd bem definido. Na literatura encontram-se procedimentos
bastante diversificados: Blume et al. (2002) iniciaram suas anélises ap6s a
coleta das amostras, que ficaram no méaximo 48 horas no refrigerador,
enquanto que Raubuch & Beese (1999) mantiveram as amostras a 4°C por
até quatro meses e Baath & Anderson (2003), por cinco meses.

Nem sempre, todavia, o laboratdério tem condi¢cdes de processar
todas as amostras ao mesmo tempo, ou num tempo suficientemente curto
para que as eventuais mudancas determinadas pelo armazenamento nao
cheguem a se manifestar nos resultados. Como somente podiam processar
poucas amostras por dia, Kourtev et al. (2002) contornaram esse problema
sorteando as que iriam avaliar diariamente. Embora ndo seja um procedimento
tdo comum, é uma forma de poder desenvolver alguns estudos. Nesse caso,
a colaboracdo de um especialista em estatistica sera de grande importancia.

A parte o questionamento sobre quanto o armazenamento altera
a microbiota do solo, é certo que deve altera-la, em maior ou menor extensao.

Além disso, quando se considera a variabilidade das comunidades microbianas
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no espaco e no tempo, dependendo dos variados microhabitats existentes no
solo (BLACKWOOD & PAUL, 2003; ELLINGSOE & JOHNSEN, 2002), o
armazenamento pode produzir, inclusive, resultados diferentes em amostras
do mesmo solo. Por esse motivo, é freqliente a pré-incubacao do solo antes
de se iniciarem as analises. A pré-incubacao consiste na manutencao das
amostras, depois de retiradas da refrigeracao, em um ambiente com condicGes
adequadas de umidade e temperatura para que os microrganismos voltem a
crescer e tenham seu desenvolvimento estabilizado, apés um determinado
periodo. As temperaturas e o tempo pelo qual as amostras sdo incubadas
variam: Chapman et al. (2003) pré-incubaram as amostras a 21°C por uma
semana, enquanto que Bailey et al. (2002) deixaram-nas a 25°C por duas
semanas, Vischetti et al. (2002), a 20°C por trés dias e Turner et al. (2001),
a 10-15°C por uma semana. Como se vé, o importante é permitir que a
microbiota possa crescer por algum tempo, até atingir o equilibrio permitido
pelas condicoes fornecidas. As diferentes anéalises determinarao os melhores

procedimentos a seguir a partir desse momento.

6.4. Amostragem para isolamento ou quantificacdo de microrganismos

rizosféricos

De acordo com Hiltner (1904), rizosfera é o solo sob influéncia
das raizes. E nessa regido que ocorre a maior parte da atividade microbiana do
solo, pela grande disponibilidade de nutrientes oriundos da exsudacao das raizes.
E também ai que se registram as interacdes de plantas e microrganismos,
sejam elas benéficas ou deletérias. Portanto, a rizosfera constitui-se em boa
fonte de isolados microbianos para quem deseja trabalhar com interacdes
benéficas.

Wollum Il (1994) recomenda que se cave o solo em torno do
sistema radicular, de modo a permitir que o maior nimero possivel de raizes
seja retirado. O sistema radicular é agitado levemente, até soltar o material
mais frouxamente preso a ele. O solo aderido as raizes é o que serd chamado
rizosférico. O conjunto raizes + solo deve ser colocado em sacos plasticos e

mantido em caixa com gelo até o transporte para o laboratério. Quando o
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principal objetivo do pesquisador é a obtencdo de um isolado potencialmente
benéfico, as amostras assim obtidas ja poderao ser utilizadas, uma vez que, a
rigor, nao serd quantificada nenhuma atividade. O solo ou os pedacos de
raizes devem ser transferidos para um frasco com agua ou com uma solucao
isotdnica e os procedimentos de isolamento transcorreriam a partir dai.

Nos casos em que o objetivo é fazer alguma anélise comparativa
entre solo rizosférico e nao rizosférico, pode-se juntar solo e raizes numa
Unica amostra e submeter o conjunto todo a peneiramento. Considerar-se-4
solo nao rizosférico o que passar por uma peneira. A utilizacao da peneira é
indicada para amostras de solo retiradas no campo, principalmente em presenca
de gramineas, com sistema radicular fasciculado. Uma peneira com malha de 2
mm, por exemplo, devera separar as raizes do volume de solo coletado juntamente.
As raizes que ficarem terao solo a elas aderido, que sera considerado rizosférico;
serdo entado lavadas e a suspensao, centrifugada. Dessa maneira, separam-se o
solo rizosférico e o nao rizosférico (JOERGENSEN, 2000).

Todavia, se aintencao for a enumeracao de individuos de uma
espécie ou de um grupo de espécies, ou, ainda, a avaliacdo de algumas variaveis
em um solo caracteristicamente rizosférico também ha alguns procedimentos
a seguir. O préprio conceito de rizosfera pode ser ponderado: em vasos onde
a planta passa semanas ou meses crescendo na mesma porcao de solo, as
raizes emaranham-se, enovelam-se, de modo a tornar rizosférico praticamente
todo o solo. Mesmo trabalhando em condi¢cdes de campo, Kourtev et al. (2002)
definiram como rizosférico o solo nos primeiros 5 cm de profundidade, regiao
com maior concentracao de raizes de uma floresta de clima temperado. Para
isso, basearam-se na observacao de que a grande maioria das raizes estava,
no maximo, a 2 mm umas das outras. O solo abaixo do emaranhado de raizes
foi considerado nao rizosférico. No entanto, em condicGes de campo, aceita-
se normalmente que a rizosfera compreende apenas alguns milimetros em
torno das raizes (CARDOSO & FREITAS, 1992). De maneira geral, considera-
se solo rizosférico aquele que esté aderido as raizes (JOERGENSEN, 2000;
REID et al., 1984; WOLLUM I, 1994).

Wollum Il (1994) recomenda ainda que ndao se armazene solo

aderido as raizes, mesmo em refrigeracao, possivelmente considerando o fato
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de que, pela presenca de alguma exsudacao radicular, ainda que diminuida,
possa alterar-se radicalmente a composicdo da microbiota rizosférica. A
recomendacao tem razao de ser: Shishido & Chanway (1998) pesquisaram
justamente o efeito do armazenamento sobre as comunidades microbianas do
solo e sobre a eficacia de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas
(RPCPs). Os tratamentos considerados, em trés solos diferentes, foram o solo
fresco, como testemunha, e solo armazenado por 32 semanasa4oua-10
°C, todos peneirados com malha de 2 mm. O interessante é que mesmo as
amostras do tratamento testemunha foram mantidas a 4°C por duas semanas,
periodo entre a amostragem e o inicio das analises. Observaram que o
armazenamento alterou as caracteristicas das comunidades das amostras,
que eram bem semelhantes para os trés solos estudados. Essas alteracdes
influenciaram a eficacia das RPCPs estudadas.

Dependendo do objetivo do trabalho e até mesmo dos métodos
empregados, deve-se estar atento inclusive ao tamanho da amostra. Com o
advento dos métodos independentes de cultivo, os pesquisadores puderam
conhecer ndo apenas os microrganismos que crescem em meios de cultura
mas passaram a determinar um nimero muito grande de genomas diferentes
em peqguenas amostras de solo, confirmando o fato de que apenas uma pequena
porcentagem dos microrganismos é detectada pelos métodos classicos. Ranjard
et al. (2001), citados por Kent & Triplett (2002), utilizando métodos
independentes de cultivo, observaram que as espécies microbianas variaram
com o tamanho das particulas de solo. A conclusdo semelhante chegaram
Ellingsoe & Johnsen (2002), num trabalho em que compararam o efeito do
volume de amostras de solo sobre a estrutura da comunidade bacteriana ai
presente. Avaliaram tanto a estrutura heterotréfica - medida por métodos
classicos de cultivo — quanto a estrutura genética, medida por eletroforese
em gradiente de gel denaturante (DGGE). Observaram que a diversidade entre
amostras foi maior nas amostras de 0,01 e 0,1 g e quase negligivel nas de 1
e 10g, pelos dois métodos de avaliacdo. Aventaram a hipétese de que, pelo
pequeno tamanho, as amostras menores tém um numero limitado de habitats,
0 que nao aconteceria com as amostras maiores. Os autores concluiram que

amostras maiores devem ser utilizadas quando se deseja medir, por exemplo,
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o efeito de atividades antrépicas sobre a microbiota do solo; no entanto, amostras
menores sao mais Uteis quando se deseja obter isolados novos. No primeiro caso,
a ocorréncia de maior nimero de habitats favorece a deteccao de alteracoes
oriundas da atividade antrépicas, enquanto que, para isolamento de

microrganismos, nao necessariamente a variabilidade de habitats seja importante.
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Capitulo 7

Amostragem de agua para analises biolégicas

Mariana Pinheiro Silveira ¢ Jilio Ferraz de Queiroz

7.1. Amostragem das aguas de superficie
7.1.1. Rios

Osrios, ou ambientes léticos, sao caracterizados pela constante
movimentacao das aguas. Essa turbuléncia freqientemente gera uma
distribuicdo heterogénea de parametros fisicos, quimicos e bioldgicos neste
ambiente. Outra caracteristica marcante dos rios é que o seu volume varia
temporalmente. Assim, ao se planejar uma amostragem, € preciso contemplar
dois fatores: a amostragem em diferentes secdes transversais e longitudinais
do canal estudado, e a amostragem em diferentes épocas do ano, a fim de se
observar as variacdes temporais de vazao do rio em estudo. Assim como a
turbuléncia, a vazao do rio também tera influéncia sobre os parametros fisico-

quimicos e biolégicos da agua.
7.1.1.1. Localizacdo dos pontos de amostragem

O ndmero de pontos de amostragem e a sua localizacao
dependerdao do objetivo da pesquisa. Devem ser levados em conta pelo
pesquisador fatores como o tamanho da amostra e nimero de unidades
amostrais.

Estudos limnoldgicos de pesquisa basica geralmente envolvem a
mensuracao de medidas fisicas e quimicas da d4gua, a determinacao da biomassa
e da densidade de populacdes aquaticas e a variacao destes parametros (fisico-

quimicos e biolégicos) no tempo e no espaco.
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De maneira geral, quando se quer avaliar o impacto de algum
poluente agricola, por exemplo, a amostragem deve abranger trés secoes do
rio estudado: a regidao a montante do impacto sofrido, para se avaliar as
condicdes naturais sem o impacto; a regiao afetada diretamente pelo impacto,
ou seja, a regiao de origem da fonte poluidora; e a regido a jusante do impacto,
para que se avalie o grau de autodepuracao ou de recuperacao do rio apds o
impacto sofrido. Entretanto, é preciso ressaltar que esta metodologia é vélida
apenas para casos de poluicao pontual, onde a localizacao e a identificacao
dos efluentes é conhecida. Ja em casos de poluicao difusa, seria mais adequada
a amostragem ao longo de todo o rio (desde a nascente até a foz). A poluicao
difusa ou ndo pontual é mais freqlientemente encontrada, pois em rios urbanos
ou préximos a cidades sao varias as fontes poluidoras: esgoto doméstico,
poluicado industrial e agricola, entre outras. Muitas vezes os efluentes sao
liberados nos rios /in natura (sem tratamento) e em cargas superiores a
capacidade de depuracao do rio. Esta mistura de diferentes fontes poluidoras
ainda pode causar efeitos sinérgicos, piorando a situacao de poluicado e

dificultando a aplicacado de medidas mitigadoras.

7.1.1.2. Metodologia de amostragem

Além das amostras de agua, é necessario medir alguns pardmetros
fisiograficos importantes e influentes tanto nas caracteristicas fisico-quimicas
como nos paradmetros bioldgicos (fito e zooplancton) que caracterizarao com
mais propriedade as amostras de 4gua. Como exemplo, deve ser considerada
a largura e a profundidade média do canal, a velocidade média da correnteza

e a vazao.

a) Largura e profundidade

Em rios de pequeno porte, a medicdo destes parametros basicos
requer apenas uma estaca de madeira de 1 metro a 1 metro e meio, milimetrada
com caneta para retroprojetor (a prova dagua). A medicao é feita colocando-
se a estaca horizontalmente na superficie da 4gua, de uma margem a outra.

Assim, obtém-se a largura. Ao mesmo tempo em que se marca a largura do
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canal, a cada metro percorrido coloca-se a estaca na posicao vertical, até que
ela toque no leito do canal, obtendo-se a profundidade. Assim, ao final sera
obtido um perfil transversal e longitudinal do rio estudado, com suas respectivas

largura e profundidades (Fig. 1).

i z2 z3 z4 z5 z6
Z
4 P4t P4t P4 P4 P>

L[

Fig. 1. Esquema da secao transversal de um rio dividida em diferentes subsecdes.
z — larguras das subsecdes; h — altura de cada subsecao transversal.

Ja em caso de rios profundos ou grandes rios, a medicao pode
ser feita com um ecobatimetro. O principio deste equipamento consiste em
que um feixe de ondas sonoras (freqiéncia menor que 18KHz) ou ultra-sonoras
(freqUéncia maior que 18KHz) seja transmitido verticalmente por emissor
instalado na embarcacéao, atravessando o meio liquido até atingir o fundo
submerso, e ai se reflete, retornando a superficie, onde é detectado por um
receptor. O tempo decorrido entre a emissao do sinal e a recepcao do eco
refletido do fundo submerso é convertido em profundidade, visto que a
velocidade do som na dgua é conhecida ou determinada. O registrador entao

representa visualmente ou graficamente o perfil transversal da profundidade.

b) Velocidade da correnteza

O molinete é um instrumento que mede a velocidade da correnteza
com base no numero de voltas por unidade de tempo, na medida em que passa
o fluxo de agua.

O método do flutuador também pode ser utilizado para calcular a

velocidade da correnteza em rios de pequeno porte, embora seja um método
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mais grosseiro. Neste método, uma secéao reta do canal é selecionada, e é
definida uma distancia. O flutuador pode consistir em uma laranja ou bola de
ténis. Entao, o tempo em que o flutuador percorrera a distancia definida é
medido varias vezes. Este método é menos preciso do que o molinete porgque
a velocidade da agua nao é homogénea ao longo de qualquer secao transversal
ao canal e nem ao longo da profundidade. Deste modo, o método do flutuador

é mais adequado para riachos e rios de pouca profundidade.

c) Vazao

A vazao de um rio é uma medida de grande importancia na
avaliacdo da qualidade da agua, pois o volume de dgua numa determinada
secao influird na capacidade de autodepuracao do corpo dagua. A vazao pode
ser definida como o volume de 4gua que passa por determinada secao na
unidade de tempo. A sua medida se da pelo produto da area da secéao
transversal amostrada e a velocidade da corrente naquela secao. O fluxo de

agua é dado pelo volume na unidade de area e de tempo.

Q=A.v (1)

em que:

Q = vazao ou descarga de agua;
A = secao transversal;

v = velocidade da corrente.

Em geral, o medidor de velocidade da correnteza se posiciona no
meio da calha do rio, obtendo o valor médio da velocidade naquele ponto.
Porém, em casos de rios profundos e grandes, pode se dividir a calha do rio
em vérias secdes transversais e, de dentro de um barco, medir a velocidade
da dgua com auxilio de um molinete, em cada uma das secdes estabelecidas.
Assim, é possivel obter varias “vazoes”, uma para cada secao transversal

(Fig. 1). Ao final, faz-se o somatdrio das vazGes para se obter a vazao total.

Q = 2Qn = z1h1V1 + ...z6h6V6 (2)
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Onde:
z = largura da secdao transversal;
h = profundidade da secéo transversal;

V = velocidade da 4gua na secao transversal.

d) Coleta de 4gua

O principal coletor de amostras de elementos dissolvidos da 4gua
(fase liquida) é a garrafa de Van Dorn, cujo funcionamento e estrutura sao
semelhantes a garrafa de Ruttner (Fig. 2). Esta garrafa possui um dispositivo,
chamado mensageiro, que consiste em um peso metalico que corre ao longo
da corda gue sustenta o aparelho para desarmar o mecanismo de trava das
tampas. Podem ser feitas de metal ou material sintético. As sintéticas sao
preferiveis por serem mais leves e préaticas de operar e por ndo apresentarem
risco de contaminacao do zooplancton em caso de estudos ecotoxicolégicos.
Sensores de alguns parametros fisico-quimicos, tais como: temperatura da
agua, condutividade elétrica, pH e oxigénio dissolvido podem ser acoplados na
garrafa de Van Dorn, para medicdo no campo. Em lagos eutréficos (com grande
quantidade de nutrientes) pode-se usar garrafa de pequeno volume (1 a 2
litros), mas em lagos oligotréficos (com pouca quantidade de nutrientes) sédo

preferidas as garrafas de maior volume (5 litros) (COELHO, 2004).

Fig. 2. Amostrador de fitoplancton:
Garrafa de Ruttner.
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Diferentemente do material dissolvido, o material particulado nao
se distribui homogeneamente na coluna dagua. Por isso, existe a necessidade
de um amostrador que colete amostras em diferentes profundidades. Estes
coletores devem percorrer toda a coluna dadgua com velocidades constantes
de subida e de descida. Os coletores de material particulado geralmente
consistem de garrafas com sacos plasticos dentro que, apds a coleta, sdo

removidos.

e) Armazenagem e preservacao das amostras

As amostras de 4gua devem ser acondicionadas em frascos
apropriados, pois o material do qual o recipiente é feito pode acarretar em
contaminacdoes da amostra. Para a anédlise de pardmetros comuns como
nitrogénio, amonia, ortofosfato, dureza, condutividade, as garrafas plasticas
sdo adequadas. Os frascos de borosilicato ou de polietileno (de preferéncia
escuros e resistentes a alcalis) sdo indicados para as anélises de residuos.

Quando nao houver como fazer as anédlises em campo, a amostra
deverd ser preservada para que nao haja alteracées em sua composicao fisico-
quimica até o momento da andlise em laboratério. Em geral, a maioria dos
métodos de preservacao inclui a adicao de acidos, de modo que a amostra
preservada atinja um pH de 1-2. Para metais, utiliza-se acido nitrico, que deve
ser destilado antes do uso; o cloreto de mercurio é usado na preservacao de
compostos organicos. Ja os gases (gas carbdnico, oxigénio dissolvido) exigem
medidas especiais de amostragem e preservacao. Por fim, a preservacao de

sedimentos em suspensao demanda apenas resfriamento.

7.1.2. Lagos, lagoas e represas

Uma das caracteristicas de sistemas ecoldgicos é sua variacao
nao aleatdria, resultando na existéncia de padrdes no espaco e no tempo. Nos
lagos, lagoas e represas (ambientes Iénticos) sdo comuns as estratificacdes
vertical e horizontal. Nessas condi¢coes, medidas comparativas entre unidades
amostrais, como similaridade, dissimilaridade e diferencas em diversidade de

espécies, serdo dependentes do tamanho das unidades amostrais.
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Em represas, particularmente, a variacdo do nivel da 4gua é mais
evidente do que em lagos e lagoas, uma vez que ha entrada continua de agua
através de seus tributarios; e ha também saida constante de agua, por meio
de vazao vertida e turbinada. Essas variacdes implicam em mudancas espaco-

temporais na concentracao de nutrientes e sedimento na dgua do reservatério.

7.1.2.1. Localizacdo dos pontos de amostragem

Geralmente, em amostragens no ambiente Iéntico (de adguas
paradas) a coleta é feita na area litoranea (das margens) e na area peldgica
(central).

Em grandes reservatérios, geralmente a coleta é feita em bracos
e na sua regiao central, em areas préximas ao vertedouro, na regidao mais
profunda, ou em pontos distribuidos ao longo do eixo principal e proximo a
desembocadura do(s) rio(s) formador(es). J& em pequenos reservatoérios,
geralmente se amostra na regidao mais profunda, junto ao vertedouro ou nas
areas central e litoranea.

Em lagoas costeiras, as areas coletadas costumam ser aquelas
proximais ou distais em relacao a conexao com o mar e a proximidade de
afluentes.

Em pequenos lagos de inundacéao, a regiao coletada é a mais
profunda, a regido litoranea junto a macréfitas e a drea de conexao ou de
maior profundidade com o rio. As épocas de coleta sdo no minimo quatro:
periodo de estiagem, de enchente, de cheia e de vazante, representando as

variacoes estacionais.

7.2. Parametros biolégicos

7.2.1. Fitoplancton

Em &guas interiores, podem ser encontrados representantes de

praticamente todos os grupos de algas. A predominancia de um ou outro grupo

em determinado ecossistema é funcao, principalmente, das caracteristicas
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do meio. Como exemplo, nos lagos distréficos (ricos em compostos himicos),
ocorrem predominantemente as algas Chlorophyta, representada pela familia
Desmidiaceae. Dentre os grupos principais presentes na dgua doce, temos:
Cyanophyta, Chlorophyta, Euglenophyta, Chrysophyta, Pyrrophyta (ESTEVES,
1998).

A comunidade do fitoplancton constitui a base da cadeia alimentar
nos ecossistemas aquaticos, e é a principal responsavel pela producao de
oxigénio dissolvido na agua.

O fitoplancton também pode ser bioindicador da qualidade da
agua. Assim, quando a concentracao de nutrientes (principalmente nitrogénio
e fésforo) atinge niveis extremos nos ambientes aquaticos, ocorre a proliferacao
de algas (bloom de algas), em funcao da grande oferta de alimento. O resultado
final é o decréscimo do oxigénio dissolvido na dgua, cujo consumo, é indicado
pela Demanda Bioquimica de Oxigénio — DBO, que aumenta muito. A
proliferacdo demasiada de algas pode levar a morte de peixes e organismos
aquaticos através da falta de oxigénio. Assim, o crescimento descontrolado
do fitoplancton é um indicativo de poluicdo organica nos ecossistemas
aquaticos.

Algumas algas cianoficeas (Anabaenopsis raciborskii) e
diatomaceas (Asterionella spp) sdo indicadoras de eutrofizacdo. Os géneros
Anabaena e Mycrocystis liberam toxinas (geosmina e microcistina,
respectivamente) comprometendo a potabilidade das aguas para
abastecimento. Por isso, a Portaria 1469/01 do Ministério da Satide recomenda
0 monitoramento constante nos mananciais de abastecimento. E ainda, a
proporcao da biomassa de Clorophyta/Cyanophyta pode indicar proporcao de

N e P nos ecossistemas aquaticos.

a) Amostragem
Em geral, as pesquisas com fitoplancton estudam os padrdes de
distribuicdo espacial e temporal e a sua correlacdo com os fatores ambientais

que regulam essas distribuicdes.
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Alguns exemplos de amostradores para a comunidade do
fitoplancton sao: van Dorn ou Ruttner (Fig. 2). As amostras sao entao
processadas pelos métodos de sedimentacao e concentracao que permitem o
aumento do numero de individuos a serem enumerados, geralmente em
microscépio éptico convencional, entre lamina e laminula. A andlise quantitativa
do fitoplancton é a Uinica que permite determinar tanto a biomassa ou densidade
guanto a estrutura taxon6mica das populacodes.

O método de quantificacao das populacdes fitoplanctdnicas mais
utilizado é o de Utermohl (1958). Ele se baseia no uso de uma camara, no qual
uma subamostra de 5-50 ml é colocada e deixada para sedimentar em camaras
de volume definido e contagem em microscépio invertido. Com este método,
de enumeracao dos organismos em campos aleatoérios, as estimativas numeéricas
sd0 mais préximas da populacéo estatistica. E recomendavel, sempre que
possivel, a enumeracao de 400 individuos da espécie mais freqiiente para um
intervalo de confianca de 95% (LUND et al., 1958), e um coeficiente de
variacdo de 20% a 30% entre as amostras. Entretanto, isto s6 é possivel

quando ocorrem altas densidades populacionais, como em periodos de floragoes.

b) Distribuicdo espacial e temporal

As populacdes do fitoplancton sao influenciadas por variacoes
nas massas dagua, as quais sofrem constantes alteracdes por processos fisicos
de circulacao da dgua (adveccgao, conveccgao, turbuléncia, ondas internas,
etc), e por processos bioldgicos (taxas de crescimento, herbivoria, mecanismos
de flutuacao das algas, etc).

Para a deteccéo de padrdes espaciais, segundo Huszar & Giani
(2004), é interessante aumentar o nimero de unidades amostrais, reduzindo
a freqiiéncia de coleta; e para detectar padrdes temporais é desejavel aumentar

a freqliéncia das amostragens em menor nimero de compartimentos do lago.

b. 1) Distribuicao vertical
A heterogeneidade vertical da coluna ddgua é comum em
ambientes termicamente estratificados. Nesses casos, as maiores densidades

populacionais se localizam nas camadas mais superficiais. O nimero de unidades
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amostrais dependerd, entao, do grau dessa estruturacao vertical. No Brasil, a
estruturacao vertical tem sido avaliada a partir de unidades amostrais coletadas
arbitrariamente na superficie dos lagos, na metade da coluna ddgua e junto ao
fundo ou, entao, a profundidades que correspondem a diferentes intensidades
luminosas (100%, 75%, 50%, 10% e 1% da luz na subsuperficie). Ambientes
rasos (cerca de 2m) sdo, muitas vezes, amostrados na superficie e no fundo
ou apenas na superficie, supondo auséncia de estruturacao vertical (HUSZAR
& GIANI, 2004).

O crescimento repentino e descontrolado de algas, fendmeno
freqlente em ambientes eutrofizados, pode ter relacdo com a migracao do
fitoplancton na coluna dagua. A proliferacdo sem controle de espécies de
algas dinoflageladas, ocasionado pela disponibilidade de nutrientes em excesso,
foi correlacionado com a migracao vertical da espécie (Gymnodinium splendens),
em um lago no Estado de Washington, nos Estados Unidos (ALBERSTON et
al., 1995).

b.1.1) Amostragem ideal:

A fim de se obter uma amostra mais completa, Huszar e Giani
(2004) sugerem amostragens integradas nos estratos homogéneo e
estratificado, em estudos de reconhecimento de padrdes, ou em zonas eufética
e afdtica, para trabalhos sobre producao primaria. A vantagem seria a maior
abrangéncia da variabilidade no campo, com mesmo esforco de quantificacao
das populacdes fitoplanctdnicas em laboratério. Segundo estas autoras, em
um mesmo estrato, poderiam ser coletadas amostras a diferentes
profundidades e depois misturadas, ou ser utilizados amostradores que integrem
as porcoes desejadas da coluna dagua.

A amostragem estratificada ao acaso vem sendo considerada
eficiente por assegurar cobertura mais completa da variabilidade, sem perder
as propriedades da aleatoriedade (IRISH & CLARKE, 1984). Para eficiéncia
maxima, os estratos deveriam ser internamente homogéneos, com variabilidade

maéaxima entre estratos.
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b.2) Dimensao horizontal

Em sistemas lénticos, a heterogeneidade horizontal forma
mosaicos, cujo tamanho e duracao estao relacionados aos processos fisicos e
intrinsecos a comunidade. Tais mosaicos sao formados de acordo com padroes
de fluxo (advectivo e convectivo), os quais sdo mantidos pelo tempo em que a
dindmica das populaces, por meio de seus processos de crescimento e perda,
exceda as taxas de erosdao em seus bordos. Em regioes onde haja algas de
rapido crescimento, assim como regidoes de maior variabilidade ambiental,
espera-se maior heterogeneidade (HUSZAR & GIANI, 2004).

Na dimensao horizontal, o intervalo temporal de coleta é crucial,
pois, dependendo da extensao horizontal, da velocidade de escoamento da
massa d agua e do tempo de geracao das populacdes, a variabilidade detectada
também pode estar relacionada as mudancas intrinsecas a comunidade, e nao
somente, aos fatores externos que regulam suas distribuicoes. Segundo Huszar
& Giani (2004), para a deteccao de padroes horizontais, é desejavel aumentar
o numero de unidades amostradas, reduzindo a freqiiéncia de coleta e utilizando

amostras superficiais ou integradas.

b. 3) Dimensao temporal

As variacdes ciclicas de luz e temperatura resultam em variacoes
na biomassa e na composicdao do fitoplancton. Assim, algumas coletas
abrangem um calendario anual ou interanual. As variacOes diarias sdao abordadas
pelas coletas que acompanhem o comportamento nictemeral dos organismos.
Em um estudo italiano, no lago Di Tovel, Baldi (1941) estudou a migracao
vertical do fitoplancton causada por fototaxia. No verao, este lago apresentava
uma cor avermelhada durante o dia e esverdeada durante a noite. A cor
avermelhada comecava a surgir por volta das 9 horas alcancando seu maximo
as 14 horas. Isto é provocado pela migracao da alga dianoficea Glenodinium
sanguineum, que acumula goticulas de lipideos com carotendides durante esse
periodo do dia, sendo atraida pela luz para a superficie (fototaxia positiva). A
produtividade também é afetada pelo horario. No lago Castanho, na Amazoénia,
Schmidt (1973) observou que a produtividade das 14:00 as 18:00 foi

significativamente inferior aguela observada no restante do dia.
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As coletas devem estar em acordo com o tempo de geracao das
algas plancténicas, que normalmente é de 1 a 10 dias. Portanto, amostragens
semanais e quinzenais tém sido recomendadas (PADISAK et al., 1993). Coletas
mensais podem ser adequadas em pesquisas de longo prazo, em que as falhas
na variacdo anual sdo compensadas pelas longas séries temporais (WILLEN &
WILLEN, 1978). Entretanto, quando o objetivo é conhecer, em detalhe, a
dindmica sucessional da comunidade, devem ser adotadas escalas semanais,
de preferéncia, ou quinzenais. Por outro lado, para estudo de processos que
ocorrem em escalas de tempo menores, como a migragao vertical do
fitoplancton na coluna dagua, sao recomendadas coletas que acompanhem o
deslocamento das populacdes nictemerais. Ja para estudos de descricao geral
da composicao e da biomassa do fitoplancton, a freqtiéncia de coleta pode ser

em intervalos de tempo maiores.

7.2.2. Zooplancton

Coleta

A comunidade do zooplancton é composta por consumidores
primarios (herbivoros) e predadores de diferentes niveis tréficos. Sua
importancia se deve ao fato de estarem posicionados na base da cadeia
alimentar e, gracas ao seu metabolismo, sdo capazes de influenciar processos
ecolégicos fundamentais, como ciclagem de nutrientes e magnitude da
producao bioldgica. Estes organismos vivem em lagos, reservatorios, assim
como em grandes rios, e estao dispersos na coluna dagua. Por isso, sua coleta
quase sempre envolve concentracao prévia por meio de algum tipo de filtragem.

As redes para coleta foram desenvolvidas ja no século XIX (DE
BERNARDI, 1984). Consistem em redes acopladas a um cone que concentra
a amostra, ao fazer a filtragem. Segundo Coelho (2004), as redes mais
eficientes devem ser dotadas de cone redutor e a area de filtragem deve ser,

aproximadamente, trés vezes maior do que a area da boca da rede (Fig. 3).
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Fig. 3. Rede coletora de zooplancton.

O volume filtrado é calculado pela seguinte férmula:
Vv, =1ILr’d (3)

em que:
Vf = volume filtrado;
r = raio da boca da rede;

d = distancia percorrida.

Normalmente, os programas de amostragem de zooplancton
regulares devem considerar dois tamanhos distintos de poros para o coletor.
Para o microzoopléncton (organismos menores do que 200 um), sugere-se a
adocao de redes com malha de 50-65 um e, para organismos
mesozooplanctdnicos (>200 um), sugere-se o uso de redes com malha na
faixa de 120-160 um. Além disso, normalmente as redes obtém maiores
eficiéncias quando sdo desenhadas especificamente para o ambiente onde
sdo operadas. Assim, um lago eutré6fico, dominado por pequenos organismos,
podera ser amostrado utilizando rede pequena, com didametro entre 20 e 40
cm e abertura de malha por volta de 70 micrémetros, desde que os arrastos
sejam relativamente pequenos para que a rede nao fique colmatada. J&4 num

lago oligotréfico, dominado por grandes cladéceros e calandides, a malha
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recomendada é de 200 um com didmetro de 60 a 80 cm de abertura (COELHO,
2004).

Como o zooplancton apresenta distribuicao irregular na
coluna dagua, e migracao vertical diurna, foram desenvolvidas redes especiais
dotadas de mecanismos que permitem abertura e fechamento do cone coletor
em determinadas profundidades. Na maioria dos casos, esse mecanismo é
acionado por mensageiros (descritos anteriormente na coleta de fitoplancton).

As armadilhas de plancton também sao bastante utilizadas,
pois apresentam precisao do volume filtrado, e possuem um modo de
fechamento especial. Um exemplo é a armadilha de Clarke-Juday. A armadilha
de Schindler (Fig. 4) é feita de acrilico e tem a vantagem de diminuir o efeito
do mecanismo de fechamento obliquo, além de ser mais simples e leve. Esta
ultima armadilha € util para a captura de copépodes e organismos de grande

porte.

Fig. 4. Armadilha de Schindler para coleta do
zooplancton.

Preservacao

A preservacao dos organismos pode ser feita com agentes
quimicos (formalina com corante) ou por meio de diferentes processos fisicos
(congelamento com posterior liofilizacao), dependendo do tipo de estudo
(COELHO, 2004).

a) Preservacao com formalina: a concentracao final deve ser
entre 3% e 4%, adicionando-se uma parte de formol para nove partes de

agua. O tamponamento utiliza bérax para obter pH neutro. A adicdo de sacarose
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(1:4) na solucao de formalina também é comum, fornecendo maior resisténcia
a quitina dos organismos, e preservando-os por mais tempo. O corante utilizado
na fixacao é o Rosa de Bengala. A adicao de corante é necesséria para facilitar
a contagem e o processo de identificacdo dos organismos.

b) Os estudos ligados a ecofisiologia e a bioquimica requerem
fixacdo do zooplancton sem usar calor ou preservativos quimicos. O
congelamento rapido seguido da liofilizacdo é usado para pesquisas que
requerem determinacdes precisas da biomassa e estudos sobre composicao
elementar (C, N e P), bioguimica (carboidratos, lipideos, enzimas, acidos
nucléicos) ou de natureza toxicolégica (metais, tracos radioativos, biocidas).
Os organismos podem ser congelados a -18°C, utilizando gelo seco (-44°C)
ou nitrogénio liquido (ponto de ebulicdo a-195,8°C). Apds o congelamento, o
zooplancton é liofilizado (secagem a ultravdcuo em que a dgua é sublimada —

passando diretamente do estado sélido para o vapor).

Contagem

As laminas de contagem podem ser: Neubauer (h = 0,700 mm,
A = 0,0625 mm?), Fuchs-Rosenthal (h = 0,200 mm, A = 0,0625 mm?) ou
Sedwick-Rafter (vol = 1 ml). As duas primeiras sdo mais adequadas para o
nanoplancton (organismos maiores do que 2 micrémetros). Ja para o micro e
mezoplancton, a contagem é feita com a cubeta de Sedwick-Rafter. Em geral,
a contagem do zooplancton envolve a escolha entre trabalhar com pequenas
subamostras e conta-las em microscépio com grande resolucao 6ptica ou
trabalhar com grandes subamostras, ou mesmo toda a unidade amostral, e

utilizar estereoscépio com menor resolucao éptica (COELHO, 2004).

7.2.2.1. O zooplancton como bioindicador de qualidade de dgua

Estudando o Reservatério Ibitinga (SP), Glntzel et al. (2002)
verificaram que o género Pompholix e as espécies Brachionus calyciflorus,
Euchlanis dilatata e Notodiaptomus iheringi, ocorriam concomitantemente na
porcao superior do reservatoério, afirmando o seu papel como indicadores de

condicoOes eutréficas. Por outro lado, espécies do género Synchaeta e os
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cladéceros Bosminopsis deitersi e Moina minuta foram dominantes nos
tributdrios dos rios Jacaré-Pepira e Jacaré-Guacu. Estas mesmas espécies
foram encontradas em reservatérios oligotréficos do Estado de Sao Paulo
(HEREDIA-SEIXAS, 1981, ROCHA & GUNTZEL, 1999).

Quanto a sensibilidade a pesticidas, também ha registro de
respostas do zooplancton. Quando os pesticidas temephos, chlorpyrifos e
dursban foram aplicados em éareas alagadas de Minnesota (EUA) em
concentracoes tipicas observadas no campo, houve a morte de copépodos e
cladéceros (HELGEN et al., 1988). Os herbicidas também podem aumentar a
dominancia de espécies adaptadas a ambientes abertos (ex: cladéceros), uma
vez que a sua base alimentar (algas) aumenta muito apés a reducao do

sombreamento originario da vegetacao aquatica.

7.2.3. Bactérias

O papel da comunidade microbiana nos ecossistemas aquaticos
é crucial para o seu funcionamento. Os fluxos de carbono e energia estao
fortemente acoplados dentro da comunidade microbiana, e o comportamento
dindmico do elo microbiano €, basicamente, resultado de trés processos:
comensalismo (producao de matéria organica dissolvida pelo fitoplancton e
sua utilizacao por bactérias), competicao (por nutrientes entre bactérias e
fitoplancton, sendo influenciada pela disponibilidade de substratos) e predacao
(por flagelados, ciliados e microzooplancton, que promovem o feedback de
nutrientes e parte da matéria orgéanica dissolvida) (STOCKNER & PORTER,
1988).

As amostras para andlise de bactérias devem ser coletadas in
natura, utilizando amostrador ZoBell ou frascos de vidro de boca larga
esterilizados (ATLAS & BARTHA, 1993). O uso de garrafas amostradoras
(Ruttner, Van Dorn, etc.) é adequado, sendo importante retirar primeiro a
unidade amostral destinada a andlise das bactérias, a fim de evitar a

contaminagao ou alteracao da referida unidade.
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Vérios fixadores (formaldeido, glutaraldeido, paraformaldeido) em
diferentes concentracdes (1%-5%), tamponados ou nao, tém sido utilizados
para fixacao de bactérias (KEMP et al., 1993). Para ecossistemas de dgua
doce, formaldeido 2%-3% (concentracao final) pode ser recomendado. As
unidades amostrais devem ser acondicionadas em frascos escuros, protegidas
daluz e transportadas a baixas temperaturas (4-10°C), mas nunca congeladas.
O tempo de armazenagem das amostras ainda nao esta definido. No entanto,
para unidades amostrais fixadas com aldeidos e mantidas a 5°C (como para
bactérias), podem ser armazenadas por uma ou duas semanas.

O volume de unidade amostral a ser coletado, geralmente, esta
relacionado ao grau de trofia do ambiente (quantidade de nutrientes
disponiveis). Segundo Kirchmann et al. (1982), de 100ml a 1L sdo adequados
para o estudo de bactérias.

O uso de meios de cultura é importante nos processos de
contagem de bactérias. Com o método de espalhamento em placa (contagem
de unidades formadoras de col6nias — UFC) ou pela determinacao do nimero
mais provavel (NMP), obtém-se o nidmero de células cultivaveis, que é cerca
de duas a quatro ordens de magnitude menor que o nimero total (GOMES et
al., 1998).

O ndmero de bactérias do grupo Coliforme é bastante comum
para se caracterizar a balneabilidade das dguas, sendo um parametro de
grande importancia na definicdo das classes de aguas estabelecidas pela
Resolucdo CONAMA 357/05. Ha dois tipos: coliformes totais e fecais,
estando presentes em amostras de dgua poluidas e nao poluidas. Vale
ressaltar que nao existe relacdo quantificavel entre coliformes totais e
microorganismos patogénicos. A desvantagem do uso de coliformes como
indicadores de qualidade de agua é a sua curta persisténcia no ambiente,
sendo sensiveis a luz e ao cloro, podendo assim permanecer nas amostras
por apenas 48 horas. Uma alternativa é complementar as pesquisas com
bactérias heterotréficas, pois sdo patégenos e ndo sdo exclusivamente de
origem fecal (ex: Pseudomonas aeruginosa), sendo ideais para dguas doces

com baixas taxas de indicadores fecais.
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A relacao entre coliformes fecais e estreptococos fecais (CF/EF)
é um bom indicador sobre a origem da contaminacao. Quanto maior o valor da
relacao CF/EF, considera-se que seja maior a contribuicao relativa de origem
humana (VON SPERLING, 1996).
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Amostragem de agua para analise de nitrato e
metais pesados
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8.1. Determinacao do local e da freqiiéncia de amostragem

O primeiro passo para amostrar corpos de 4gua para andlise de
nitrato e metais pesados é elaborar o planejamento de amostragem,
identificando o local e a freqiiéncia em que esta dever3 ser feita. E importante
destacar que o conjunto de pontos amostrados deve representar uma zona de
influéncia bem definida e que a freqliéncia de amostragem deverd ser
determinada baseada nas variacoes temporais da adicdo do contaminante,
caso a fonte seja conhecida. Se a fonte é desconhecida recomenda-se realizar
um plano de monitoramento com o objetivo de identificar estas variacoes
temporais.

Em alguns casos, os locais de amostragem podem ser indicados
genericamente, como para a avaliacdo da qualidade de 4gua de uma regiao.
Em outros casos, os pontos de amostragem precisam ser definidos
precisamente, como, por exemplo, quando sdo avaliados pontos de captacao
em um rio ou o grau de contaminacao provocado por uma determinada fonte
de contaminantes (GUAZELLI & OTTA, 1979). Quando a localizacdo da fonte
é conhecida, recomenda-se realizar a amostragem no ponto de entrada (area
do corpo hidrico que recebe diretamente a fonte de contaminagao); no ponto
de montante (acima da posicdo onde a fonte é adicionada ao corpo hidrico)
para determinar os teores antes da fonte e no ponto de jusante (apds o ponto
de entrada dos contaminantes) para determinar os teores apds a diluicdao do

contaminante no corpo hidrico (IAP, 2004).
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Mesmo com um local de amostragem definido, podem existir
variagcdes espaciais da concentracao de nitrato e metais pesados. As causas
de distribuicdo heterogénea de parametros de qualidade de d4gua podem ser
divididas em (GUAZZELLI & OTTA, 1979):

* Sistemas compostos por duas ou mais dguas que nao estao misturadas ou
encontram-se em fase de mistura. Enquadram-se nesta categoria o
fendbmeno de estratificagdo térmica das lagoas e reservatérios e o da
ocorréncia de mistura num rio, logo a jusante do recebimento do efluente.

* Sistemas com distribuicdo ndo homogénea dos contaminantes em um
sistema hidrico homogéneo. Por exemplo, quando combinados com alguns
ligantes organicos, os metais pesados podem formar compostos organicos
de densidades diferentes da densidade da agua. Outro caso, bastante
aplicavel ao nitrato, é o da ocorréncia de reacdes quimicas e/ou biolégicas
distintas conforme a parte do sistema considerada.

Outro importante fator é a variacdo temporal das concentracdes
de nitrato e metais pesados na d4gua. Quando a fonte é conhecida, é possivel
pré-determinar esta variacao ou, pelo menos, identificar os possiveis periodos
em que ocorrerao as maiores variacoes.

Quando as variacdes espaciais e temporais nao sao conhecidas,
recomenda-se que seja realizada uma investigacao preliminar para avaliacao
do grau de homogeneidade. Em alguns casos, basta uma inspecao visual para
determinar o ponto de coleta em uma area homogénea. Em caso de duvida,
recomenda-se realizar coleta de dados em diversas verticais e profundidades,
repetindo-se periodicamente este procedimento e utilizando-se modelos
estatisticos para determinar tanto a variabilidade espacial como temporal
(GUAZZELLI & OTTA, 1979).

Para o caso especifico de avaliacdo de fontes poluidoras como,
por exemplo, efluentes industriais, deve-se considerar que podem ocorrer
variacdes significativas e bem caracterizadas quanto ao volume,
concentracdo e tipo de poluente em funcdo do tempo. Estas variacoes
podem ser classificadas como: continuas e uniformes (hora apés hora);
continuas e nao uniformes (minuto a minuto); descontinuas; descontinuas e

em batelada (ex: final da jornada de trabalho de uma indUstria) e descontinuas
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e intermitentes (ndo existe periodicidade certa em seus lancamentos)
(FEEMA, 1983).

8.2. Coleta das amostras de agua

A coleta de amostras tem papel fundamental na obtencao de
resultados confiaveis e representativos. Portanto, o individuo designado para
efetuar a amostragem deve estar devidamente treinado sobre técnicas de
amostragem e preservacao, medidas de seguranca, manuseio dos equipamentos
a serem utilizados em campo, além de saber a localizacdo exata dos pontos de
amostragem e estar apto para observar e registrar condicdes atipicas nos
referidos locais (ABNT-NBR-9898).

As amostras de dgua podem ser simples ou compostas. A amostra
simples consiste em selecionar um ponto representativo de um corpo de agua
e retirar uma porcao diretamente deste. A amostra composta consiste na
mistura proporcional de varias amostras simples, que podem ser retiradas em
locais diferentes ou no mesmo ponto em tempos diferentes. E interessante
lembrar que o mesmo volume de cada amostra simples deve ser utilizado para
formar a composta. Recomenda-se, um volume minimo de 200 ml de amostra
para a andlise de nitrato (ABNT-NBR-9898) e 500 ml para a anélise de metais
pesados (IAP, 2004).

Os frascos de armazenamento das amostras ndo devem ser
preenchidos até a boca, pois isto dificulta a homogeneizacao, e a tampa sé
deve ser retirada no momento da coleta. Para andlise de nitrato, recomenda-
se que as amostras sejam armazenadas em frascos de polietileno ou vidro
borossilicato (inerte) (ABNT-NBR-9898). O armazenamento de amostras para
analise de metais pesados deve ser preferencialmente em frascos de
polipropileno ou vidro inerte (IAP, 2004). Recomenda-se a utilizacado de frascos
e tampas feitos do mesmo material, pois a probabilidade de vazamento é maior
quando os materiais sao diferentes.

As coletas podem ser realizadas em superficie ou em
profundidade, de acordo com o objetivo da andlise. As coletas em superficie

devem ser feitas a aproximadamente 20 cm de profundidade, colocando-se o
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frasco em contato direto com a dgua, com a boca virada contra a corrente
(FEEMA, 1983). Nos casos em que sdo adicionados preservativos aos frascos,
como para metais pesados, recomenda-se a coleta da amostra utilizando-se
um frasco de transposicao (por exemplo, um balde descartavel), previamente
lavado. Antes de realizar a coleta, o frasco deve ser acondicionado,
enxaguando-o duas vezes com agua do corpo hidrico. Outra opcao é o uso das
garrafas de profundidade. Caso a amostragem seja realizada a partir das
margens, em locais de dificil acesso, utilizar um frasco de transposicao provido
de peso, arremessando-o até um local bem distante da margem e mantendo a
extremidade livre da corda em um ponto fixo (ABNT-NBR-9898).

Para as coletas em profundidade, necessariamente deverao ser
utilizados equipamentos especificos, como garrafas e/ou amostradores de
profundidade (amostrador de Zobell J-Z, de Niskin, de Kemmerer, de Van Dorn,
garrafa de Meyer), moto-bomba e coletores com valvula. No caso do uso da
moto-bomba, apds acoplar as mangueiras e as valvulas de succao, deve-se
mergulhar a mangueira até a profundidade desejada e entao realizar a coleta
(IAP, 2004). Antes da coleta com garrafas de profundidade, deve-se
acondiciona-las, enxaguando-as duas vezes com agua do local de amostragem.
Ao realizar o acondicionamento, tomar cuidado para que o local da préxima
coleta nao seja contaminado. Caso a amostra a ser coletada seja proveniente
das camadas mais profundas do corpo hidrico, evitar que a garrafa coletora
toque o fundo, para ndao suspender o sedimento e, consequentemente,
contaminar a amostra (ABNT-NBR-9898). Lembrar que a profundidade de
coleta sempre deve ser medida (medidores eletrénicos, lastros, entre outros)
e anotada (FEEMA, 1983).

8.3. Preservacdo das amostras

Para evitar que ocorram alteracdes na concentracao de nitrato e
metais pesados nas amostras apds a coleta, medidas de prevencao devem ser
tomadas. No caso de nitrato, recomenda-se que imediatamente apds a coleta,
os frascos sejam acondicionados em caixas térmicas com gelo e que a andlise

seja realizada em até 48 horas. Para metais pesados, deve-se adicionar 5 ml
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de HNO, concentrado para cada 1000 ml de amostra coletada. Nao é
necessario nenhum acondicionamento especial para o transporte dos frascos,
entretanto as anélises devem ser realizadas em até 180 dias, com excecao do
mercurio, que deve ser analisado em até 13 dias (IAP, 2004).

Ao preparar a amostra para o transporte, alguns cuidados devem
ser tomados: (i) colocar os frascos em uma caixa de tal modo que figuem
firmes durante o transporte; (ii) nos casos em que se usar gelo para preservacao,
cuidar para que os frascos, ao final do transporte, nao fiqguem imersos na dgua
formada pela sua fusado, o que aumentaria muito o risco de contaminacao;
(iii) cobrir a caixa de modo que sua tampa exerca leve pressao sobre a tampa
dos frascos, impedindo que se destaguem durante o transporte e (iv) evitar a
colocacado de frascos de uma mesma amostra em caixas diferentes (ABNT-
NBR-9898).

iy

Fig. 1. Coletor de dgua para pocos.
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Amostragem de agua para anailise de agrotéxicos
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Marco Antonio Ferreira Gomes

A ocorréncia de agrotéxicos e seus produtos de transformacao
em sistemas aquaticos é uma das maiores preocupacoes em todo o mundo.
Portanto, o monitoramento da agua superficial e subterranea, a fim de verificar
se niveis admissiveis de agrotoxicos estao presentes, € de extrema importancia.

A selecdao de um procedimento de amostragem € a base dos
estudos ambientais. A amostragem deve ser representativa e a quantidade de
agua coletada deve ser suficiente para que represente a variabilidade da
amostra. Em alguns casos, o monitoramento mensal é eficiente ao passo que
em outros deve ser feito diariamente ou semanalmente. Outro ponto é a
variancia para cada pesticida que deve ser calculada das sub-amostras. A
exatidao da amostragem é o elemento chave, sendo que em muitos casos é
obtida de alguma forma aleatéria.

Normalmente, o que se faz é obter a amostra composta, por
combinacao de amostras simples, que é entao analisada. Embora a informacao
da amostra individual possa ser perdida hd um ganho de informacao global de
um ponto de amostragem particular, ou seja, pela combinacado de amostras de
agua os agrotoxicos sao enriquecidos, uma vez que mais volume de agua é
analisado e concentracdes muito menores podem ser detectadas (BARCELO
& HENNION, 1997).

O elemento inicial e talvez o mais critico de um programa de
monitoramento de residuos de agrotéxicos em agua é o plano de amostragem.
Em geral um plano de amostragem deve definir clara e sistematicamente todos

os passos requeridos para que a coleta seja a mais representativa possivel.
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Quanto mais especifico for o plano de amostragem menor serd a chance de se
introduzir erros. Em resumo, o plano de amostragem quando completo deve
responder as seguintes questdes (BARCELO & HENNION, 1997):

- O que queremos saber?

- Por que necessitamos desta informacao?

- O que sera feito com os resultados?

- Que acao deverd ser tomada?

Normalmente se considera que a parte analitica, com sua
sofisticada instrumentacao e alto custo, seja considerada como o elemento
dominante do programa de monitoramento. Entretanto, de nada adianta ter
equipamentos caros e sofisticados em um laboratério, se os resultados obtidos
sao provenientes de um plano de amostragem equivocado.

Um dos pontos que freqlientemente serve como guia em um plano
de amostragem é a informacao sobre a persisténcia e as propriedades fisico-
quimicas do composto que se quer analisar, tais como, solubilidade em agua,
K, (coeficiente de particdo da matéria orgénica), K_ (coeficiente de particéo
octanol e 4gua) e pressao de vapor.

O histérico das culturas e dos produtos utilizados sdo também
de extrema importancia. Esta informacao é basica para se conhecer
quais agrotéxicos e metabdlitos podem ser determinados a fim de
estabelecer o protocolo analitico adequado. Este protocolo deve ser
feito especificamente para resolver problemas particulares associados
ao local de estudo.

Muitos dos problemas que ocorrem sao relacionados a adsorcao
nos tubos de amostragem, frascos, filtros, materiais suspensos e carbono
organico coloidal. No caso de frascos, os de cor ambar sdo utilizados para
evitar a fotodegradacao e materiais como o vidro, aco-inoxidavel e teflon sao
recomendados. Para tracos de agrotéxicos e de outros tipos de poluentes
organicos deve-se evitar materiais plasticos que usualmente contém ftalatos.
Vidro de borosilicato sdo amplamente utilizados. A limpeza dos frascos, antes
da amostragem, normalmente € feita usando acido concentrado ou detergente
nao idnico seguido de dgua pura e armazenada em um local livre de poeira e

vapores. Antes da amostragem, uma lavagem prévia no mesmo local, com a
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4dgua a ser amostrada varias vezes, é requerida, exceto quando é utilizado
preservante.

A amostragem de agua para andlise de agrotéxicos, seja em dgua
superficial ou subterranea, deve ser filtrada em papel de filtro para evitar que
os residuos organicos e demais organismos possam favorecer atividade biolégica
que venha promover a degradacao do produto amostrado. Apds a coleta, as
amostras devem ser acondicionadas em caixas de isopor ou térmicas para o
transporte até o laboratdério. Se o tempo de percurso entre o local da coleta e
o laboratério for maior que algumas horas, o uso de gelo pode ser uma boa
opcao.

E conhecido que mesmo se levando em conta todas as precaucées
necessdrias, os frascos utilizados para amostrar e estocar agrotéxicos podem
causar perdas por adsorcao nas paredes para compostos que tenham valores
de K__ > 10*e 10°. Outros aspectos séo relacionados aos fatores que afetam
a estratégia de amostragem, como por exemplo a variabilidade temporal e
espacial.

A coleta de agua, seja superficial ou subterrdnea, deve
preferencialmente ser feita por meio de um coletor apropriado, normalmente
do tipo tubular de aco inoxidavel, com uma abertura na base para a entrada
da agua. Com o enchimento do coletor, a abertura se fecha automaticamente

devido a propria pressao da agua coletada.

9.1. Conservacdo da amostra

As amostras devem ser preservadas a fim de evitar alteracdes
quimicas e biolégicas desde a sua coleta até o momento da analise.

Quando nas amostras coletadas tiver apenas uma Unica classe
de agrotdxico, tanto o preservativo quanto o tempo de armazenamento devem
ser observados para salvaguardar a integridade das mesmas. Para amostras
contendo mais de uma classe de agrotéxicos, devem ser refrigeradas a 4 °C,
no escuro, com adicao de gotas de solucao 0,008% de tiossulfato de sédio
(para reducao de residuos de cloreto) e pH ajustado para a faixa de 6-9 com

NaOH. As amostras podem ser armazenadas por até 7 dias antes da extracao

111



Manual de Procedimentos de Coleta de Amostras em Areas Agricolas para Anélise da
Qualidade Ambiental: Solo, Agua e Sedimentos

e 40 dias apds a extracao. Quando as amostras forem extraidas no periodo de

até 72 h apds a coleta o ajuste de pH nao é necessario (EPA, 2003).

9.2. Amostragem

9.2.1 Agua superficial

A composicao quimica de um liquido em fluxo, como um rio, pode
variar de acordo com os parametros temperatura, vazao, distancia da fonte,
dentre outros, sendo que nenhum deles pode ser controlado durante a
amostragem.

A amostragem de agua superficial para fins de andlise de
agrotéxicos, deve considerar locais cuja forca hidraulica seja minima ou com
movimento bastante lento da dgua. Aliado a esse aspecto, deve-se também
identificar os locais, via escoamento superficial, por onde o produto esta
chegando no corpo d’agua. A amostra deve ser coletada com a boca do frasco
de coleta contra a corrente, de modo a minimizar o risco de contaminacao da
amostra.

De qualquer forma, ndo se recomenda um monitoramento por
periodos prolongados nessas condicdes, uma vez que o “alto dinamismo” desse
ambiente provoca alteracoes significativas na composicao da agua em espacos
de tempo curtos. Devido a essas condicOes, costuma-se escolher os lagos,
acudes e represas para amostragem. Esses locais também apresentam
inconvenientes, principalmente para as moléculas de rapida degradacao,
principalmente pela acao da luz solar.

A importancia desse tipo de amostragem seria entdao somente
nos casos em que houver um evento (derramamento acidental, rompimento
de terracos com aporte consideravel de enxurradas para o corpo d’agua) com
grandes possibilidades de alteracdo e/ou contaminacao da 4gua num dado
momento, colocando em risco a salide de pessoas e animais e, em particular,

organismos aquaticos.
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9.2.2. Agua subterranea

Os agrotéxicos, dependendo das propriedades fisico-quimicas,
podem percolar através do solo, podendo alcancar o lencol freatico. Este
processo é lento, mesmo em solos arenosos, requerendo varias coletas ao
longo do tempo e dentro do periodo chuvoso.

Quando houver pocos, sejam eles rasos (cisternas e cacimbas)
ou tubulares profundos (artesianos e semi-artesianos), a coleta pode ser feita
diretamente na boca do poco, com o acondicionamento das amostras
obedecendo aos mesmos principios adotados para a 4gua superficial.

Na auséncia de pocos, deve-se proceder a instalacdo de tubos
coletores de agua, tipo piezOmetros, em locais que sejam favoraveis ao fluxo
subsuperficial da dgua proveniente da area cultivada. Normalmente,
recomenda-se a instalacao de varios coletores alinhados e posicionados na

direcdo de maior declividade da éarea.

9.3. Extracdo em Fase Sélida de amostras in situ

A extracdo em fase sélida, EFS, tem se mostrado uma técnica
efetiva para o preparo de amostras de contaminantes orgénicos em agua.
Uma das vantagens é prevenir que os analitos sorvidos na coluna se
decomponham, e deste modo possam ser armazenados por um periodo de
tempo maior, sem alteracdo na concentracdo e na identidade (LISKA &
BILIKOVA. 1998). A EFS é uma das ferramentas mais empregadas para
extracao e/ou pré-concentracao de analitos presentes em matrizes complexas,
permitindo que concentracdes a niveis muito baixos (tracos) sejam detectadas
pelos instrumentos. Esta técnica emprega sorventes recheados em cartuchos,
nas formas de barril ou seringa, e os mecanismos de retencao sao idénticos
agueles envolvidos em cromatografia liquida em coluna.

Esta técnica possui avancos quando comparada a técnica
tradicional da extracao liquido-liquido, principalmente com relacdo a reducao
da quantidade de solventes e amostras envolvidas em cada extracdo. Em geral,

os procedimentos da EFS envolvem cinco etapas: i) ativacao do sorvente para
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deixar os sitios ativos disponiveis; ii) condicionamento do sorvente com o
solvente adequado para ajustar as forcas do solvente de eluicado com o solvente
da amostra; iii) introducdo da amostra, quando ocorre a retencao do analito e
as vezes de alguns interferentes; iv) limpeza da coluna para retirar os
interferentes menos retidos que o analito; v) eluicdo e coleta do analito. A
figura 1 mostra a seqiiéncia de um procedimento de extracdao em fase sélida
direcionado para a pré-concentracdo de analitos e limpeza da amostra
(QUEIROZ, 2001).

analito
interferéntes

I

Fig. 1. Esquema de um cartucho de extracdo em fase sélida (EFS) operando no
modo de pré-concentracao seguida de clean-up de amostra. A) ativacao e condici-
onamento do cartucho; B) aplicacao da amostra, com retencao do(s) analito(s) e
dos interferentes; C) troca de solvente e eluicdo dos interferentes; D) troca de
solvente e eluicdo do(s) analito(s).

w d

A) B) ) D)

o
o ¢ o

Esta técnica pode ser usada em programas de monitoramento
com a vantagem adicional do transporte dos cartuchos ser muito mais

conveniente que o de frascos de vidro.

9.4. Identificacdo e Registro

Toda e qualquer coleta deve conter informacdes que permitam a
rastreabilidade dos dados gerados (EGLI et al., 2003).
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A ficha de coleta de campo deve conter as seguintes informacdes:

- NUmero de identificacdo da amostra.

- ldentificacdo do ponto de amostragem e sua localizacao,
contendo a latitude e longitude. Um mapa pode ser muito Gtil para visualizar
os pontos de coleta.

Adicionalmente, para alguns tipos de amostra, o exato local da
amostragem deve ser especificado, indicando a profundidade ou altura com
relacdo a superficie ou nivel do mar;

- data e hora da coleta;

- procedéncia da agua;

- descricdo do método de amostragem, incluindo a técnica e
equipamento utilizado, tipo de amostras (replicata, espacialmente ou
temporariamente compostas);

- medidas de campo (temperatura, condutividade, nitratos e pH).
Estas informacdes sdo importantes para saber o tipo de 4gua e como a sua
composicao pode afetar a estabilidade dos agrotéxicos, durante o
monitoramento;

- eventuais observacoes de campo;

- condicOes meteoroldgicas nas Ultimas 24 horas que possam
interferir na qualidade da agua;

- indicacao dos agrotdxicos a serem analisados no laboratério;

- nome do responsavel pela coleta e

- nome do solicitante, com telefone para contato.
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Capitulo 10

Amostragem de sedimentos para analise
de metais pesados

Marco Antonio Ferreira Gomes ¢ Heloisa Ferreira Filizola

A amostragem de sedimento para andlise de metais pesados como
também para agrotéxicos, requer a selecao de locais, onde a energia do agente
transportador, no caso a agua, € muito baixa. Nessas condicdes, a
sedimentacao é mais expressiva, com acimulo consideravel de sedimento ou
material ndo consolidado. Trata-se do ambiente ideal para se encontrar
compostos adsorvidos aos sedimentos, oriundos das areas cultivadas.

Assim, a pratica tem mostrado que os lagos, acudes e represas
sdao os melhores locais para a amostragem de sedimentos, normalmente
conduzidos até o fundo via escoamento superficial das particulas de solo, seja
por meio de processos mais lentos (remocéo lenta e gradual de particulas do
solo, via erosao laminar, por exemplo), seja por meio de processos mais rapidos
ou catastréficos (rompimento brusco de terracos e curvas de nivel ou mesmo

escorregamentos que dao origem a ravinas e vogorocas).

10.1. Planejamento da amostragem
10.1.1. Numero de amostras e de locais de coleta

O ndmero de amostras a serem coletadas e os locais de coleta
sao determinados pelo tamanho da area e os objetivos do trabalho, pela
distribuicdo e concentracdao do contaminante a ser avaliado, pelas
caracteristicas e homogeneidade dos sedimentos, pelo volume de material
necessario para as andlises a serem feitas e pelo grau de confiabilidade

desejado.
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O nimero de amostras a serem analisadas pode ser determinado
de maneira empirica ou estatistica; independente da escolha, certos principios
nao podem ser esquecidos, tais como:

* Quanto maior o niumero de amostras, melhor serd a caracterizacao do
padrao de distribuicao espacial;

* Amostras Unicas sao inadequadas para caracterizar a variabilidade;

* A média de varias medidas de cada local € menos variavel que uma sé
medida (ENVIRONMENT CANADA, 2002).

A amostragem podera ser, como para solos (Capitulo 2), por
critérios ou determinista, aleatéria simples ou aleatéria estratificada, podendo

ser amostras pontuais simples ou pontuais multiplas ou ainda compostas.

10.2. Amostradores

As coletas das amostras de sedimento normalmente sao feitas
por meio de coletores constituidos por um tubo de aco inox ou PVC (Capitulo
12) ou por coletores tipo “garra” (mini-dragas) (Capitulo 13). Existem diversos
modelos de amostradores adaptados a profundidade da coleta e ao tipo de

sedimento ser amostrado.

10.2.1. Amostrador manipulado por mergulhador

Esta técnica comporta vantagens como: melhor qualidade de
amostragem para as amostras coletadas a menos de 2m gracas ao controle
das condicdes de penetracao. Os tubos sdo geralmente de pequeno didmetro
(5cm) e curtos (< 1m), mas podem ser utilizados tubos de até 12cm de
diametro e 1,8m de comprimento (ENVIRONMENT CANADA, 2002). Os tubos
sao inseridos manualmente, utilizando-se, em caso de necessidade, um martelo
especialmente adaptado. O tubo devera ser fechado, em sua extremidade
superior, apés a introducao do tubo no sedimento e, apds sua retirada, a

extremidade inferior também devera ser tampada.
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10.2.2. Amostradores a émbolo ou pistéo (Fig. 1)

z

A utilizacdo deste tipo de amostrador é recomendada para
sedimentos coesos, como argila ou silte, e ndo devem ser utilizados em
sedimentos arenosos. Sua utilizacao requer um certo nivel de experiéncia e
uma avaliacao profunda da profundidade da agua, pois o émbolo deve ser
mantido justo acima dos sedimentos (ENVIRONMENT CANADA, 2002).

Estes amostradores sdo utilizados a partir de uma plataforma
fixa, um barco ou outro tipo de embarcacao; o amostrador é introduzido nos
sedimentos com a ajuda de um tubo rigido que permite controlar a utilizacao
do émbolo por intermédio de um cabo ou de uma haste que passa no interior
do tubo principal. Para amostragens de sedimentos espessos é necessario um
outro tubo externo ao tubo principal, para que o amostrador possa receber as
extensoes necessarias a amostragem. Alguns modelos mais sofisticados utilizam
agua sob pressao para introduzir o amostrador.

Durante a amostragem, o amostrador é mergulhado até a
superficie dos sedimentos e em seguida € introduzido no sedimento empurrando-
se a haste manualmente ou com um martelo quando a resisténcia do material
a ser coletado for grande.

Assim que o amostrador for icado a superficie, devera ser
colocada uma tampa em sua base antes que o tubo seja retirado da dgua, pois

a pressao hidrostatica limita a perda de material.

o haste do pistdo

tubo principal

pistdo ou émbolo

tubo de amostragem

Fig. 1. llustracdo de um amostrador a PISTAO
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10.2.3. Amostradores vibratérios (Fig. 2)

O amostrador vibratério ou vibro-amostrador utiliza uma vibracao
de alta freqUiéncia, a qual permite reduzir o atrito na introducdo do amostrador
nos sedimentos, reduzindo os problemas de compactacdao da coluna de
sedimentos provocada pelos outros tipos de amostradores (MARTIN et al.,
1995). Estes amostradores também sao utilizados a partir de uma plataforma
fixa, um barco ou outro tipo de embarcacao.

Normalmente o peso do amostrador é suficiente para a introducao
do mesmo nos sedimentos, podendo chegar até 6m, dependendo do tipo de
sedimentos e da forca do motor.

;;;;; incho

T

Cabo ———e
Suporte

Mooy Vibirgsdrics

T —— o

—— Tub de Colste

Fig. 2. Representacao esquemética de um vibro-amostrador em operacéo.

10.2.4. Dragas (Fig. 3)

As dragas sao utilizadas em estudos nos quais a caracterizacao
vertical do sedimento ndo é necesséria. Nesse caso, este tipo de amostrador
é o mais indicado, pois seu emprego é mais facil e a quantidade de amostra
retirada é maior do que com os outros amostradores.

A escolha da draga mais apropriada dependera do tipo de material
a ser amostrado — dragas de Ekman e Petersen para sedimentos lodosos e
dragas de van Veen e Ponar para sedimentos grosseiros. O nivel de
consolidacao dos sedimentos, a velocidade da correnteza e o volume a ser
coletado também interferem na escolha da draga apropriada. Os sedimentos

consolidados nao podem ser coletados com draga.
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Fig. 3. A) Draga de Ekman; B) draga de Ponar e C) draga de van Veen

N

Os principais inconvenientes a utilizacao de dragas sao: /)
contaminacao dos sedimentos por metal ou pelo revestimento da draga, quando
esta nao for de aco inoxidavel; neste caso ou utiliza-se um revestimento em
Teflon® ou uma capa em polietileno de alta densidade (HDPE) ou a aliquota da
amostra a ser analisada devera ser pega bem no centro da draga, evitando
assim o contato com as paredes em metal; /i) pouca reprodutibilidade da
amostragem; /i) alteracdo ou deslocamento da camada superficial devido ao
impacto da draga; /v) perda da integridade da amostra dependendo da draga
utilizada e v/ dificuldade de utilizacdo quando a correnteza for muito forte.

Neste caso, 0 uso de dragas mais pesadas ou de um lastro podem ajudar.

10.3. Amostragem de sedimentos em rios, cérregos e riachos

As amostragens de sedimentos em ambientes aquéticos de alta
energia requerem a escolha de locais onde essa energia sofre diminuicao, ou
seja, em locais imediatamente a jusante de onde se verifica a ocorréncia de
escavacao natural do leito (local de maxima energia). Os locais em que ocorre
essa queda de energia da 4gua podem ser identificados pela presenca de um
“remanso” ou pontos de baixa energia hidraulica.

No caso de areas agricolas, onde a fonte de contaminacéao é
considerada difusa, é importante a coleta em pelo menos mais de um ponto a
jusante da area potencialmente contaminadora. Os pontos de amostragem ao
longo de um curso d’agua deverdao compreender coletas feitas préximas a

margem, enquanto a existéncia de sedimentos permitir, j4 que a distribuicao
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dos sedimentos pode ocorrer em bandas estreitas ao longo do canal e sob a

forma de acumulagdes nos locais de baixa energia.

10.4. Amostragem de sedimentos em lagos, represas e acudes

As amostragens de sedimentos em ambientes aquaticos de baixa
ou de auséncia de energia normalmente sdao mais bem definidas, uma vez que
é possivel estabelecer pontos de coleta em toda a extensao do corpo dagua,
permitindo boa representatividade da amostra. E por isso mesmo que os
trabalhos de monitoramento de residuos quimicos quase sempre dao respostas
mais consistentes quando envolvem ambientes aquaticos pouco dinamicos.
No entanto, o nimero de amostras vai depender de varios fatores a saber: a)
tamanho do corpo dagua; b) forma do corpo dagua e c) identificacado das
fontes potencialmente poluidoras (locais/margem/lado do corpo dagua por onde

chegam os contaminantes).

10.5. Recuperacéao e acondicionamento das amostras

No caso dos amostradores, é preciso medir a profundidade de
penetracao antes da retirada e da divisdo em subamostras; antes da
subamostragem, as amostras devem decantar para permitir o depdsito de
sedimentos potencialmente mobilizados; as amostras devem ser mantidas em
posicao vertical até o momento de serem subamostradas. A retirada das
amostras deve ser feita o mais rapido possivel, respeitando-se o tempo de
decantacao, pois ha o risco da consolidacdo das mesmas na parede do
amostrador; a cada subamostra retirada, anotar a profundidade e descrever
cada camada sedimentar (cor, textura, etc.). Quando o tubo do amostrador
for descartavel, o mesmo serd seccionado nas profundidades desejadas.

Uma vez coletadas, as amostras devem ser acondicionadas,
preferencialmente, em sacos plasticos resistentes e encaminhadas ao

laboratério. Eventualmente, podem ser utilizados frascos ou potes plasticos.
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Capitulo 11

Amostragem de sedimento para anilise de agrotéxicos

Vera Licia Ferracini, Sonia Clidudia Nascimento de Queiroz ¢
Marco Antonio Ferreira Gomes

Sedimento é uma matriz constituida por detritos de rochas e de
material organico, de natureza heterogénea em relacdo as suas caracteristicas
fisicas, quimicas e bioldgicas. Os sedimentos funcionam como reservatério
para numerosos poluentes que constituem um problema de saude publica.
Devido a diversos processos, os metais e outros compostos potencialmente
poluentes, ligados ao sedimento, podem ser remobilizados e liberados para
agua causando efeitos adversos nos organismos terrestres e aquaticos. Os
efluentes nao tratados provenientes de atividades industriais e urbanas (uso
doméstico) e de regides agricolas sao as principais fontes de contaminacao de
ambientes aquaticos.

Os organoclorados, como os residuos de DDT, embora tenham
sido banidos dos Estados Unidos durante os anos 70, isto é, ha mais de 30
anos, continuam sendo detectados em agua, sedimentos e na biota aquatica.
Alguns paises em desenvolvimento ainda utilizam essas substancias devido ao
baixo custo e a versatilidade na indUstria, agricultura e saude publica. Em
conseqUiéncia, os problemas ambientais associados a contaminacao nesses
paises sao preocupantes pois 0s organoclorados entram para os ambientes
aquaticos de diferentes maneiras (MORA et al., 2004).

Os organoclorados, tais como hexaclorociclohexanos (OCPs), DDT
e seus metabdlitos, sdo poucos sollveis em dgua, mas seus residuos podem
persistir no solo, no sedimento e nos organismos por muitos anos apds sua
aplicacao. Essas substancias tendem a acumular-se na biota por serem lipofilicas
e altamente resistentes a degradacao. Os OCPs tém afinidade com materiais
particulados, podendo estar presentes em sedimentos de rios ou mares. As

bifenilas policloradas (PCBs) também tém sido motivo de pesquisas e
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monitoramento (BHATTACHARYA et al., 2003; SAPOZHNIKOVA et al., 2004;
BAKAN & ARIMAN, 2004). Esses compostos, liberados para o meio e
depositados ao longo dos anos constituem ainda uma fonte difusa de poluicao
e de contaminacao do ambiente, apesar da proibicao da sua producéao e de
controles sobre a comercializacao e a utilizacdo em muitos paises. Vérios
estudos indicam que os PCBs foram detectados em varias espécies marinhas
ainda em baixas concentracoes, o que serve de alerta principalmente devido a
sua extrema persisténcia e toxicidade e a sua utilizacao, ilicita ou licita, em

muitas regioes.

11.1. Amostragem

A amostragem de sedimentos a primeira vista parece simples,
mas quando sao considerados os diversos fatores que podem influencia-la,
como, profundidade e velocidade de correntes, é fundamental a adocao de
equipamentos apropriados. Além disso, é importante que a amostra seja
representativa. A amostragem é fundamental para que os resultados das
andlises sejam validos.

Devido a variabilidade das amostras de sedimentos, as técnicas
de amostragem devem ser previamente avaliadas e sua escolha depende do:
a) propésito da amostragem; b) local onde sera coletado; e c) das caracteristicas
do sedimento. Apds a definicdo do propdsito é que se define o plano de
amostragem.

No plano de amostragem deve ser considerada a época do ano
em que serao feitas as coletas. Em geral, a amostragem é feita em condicoes
de fluxo baixo no inverno e na primavera pela sua praticidade. As variacdes
sazonais de depdsitos de sedimentos e sua qualidade podem ocorrer devido ao
fluxo alto e a correnteza dos rios, cobertura de folhas, praticas agricolas, tais
como aplicacao de agrotéxicos na agricultura ou variacoes sazonais em
populacoes bentdnicas. As propriedades fisicas e quimicas dos sedimentos
podem ser utilizadas como ferramentas para o monitoramento de descargas

de poluentes nos rios ou lagos.
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Sedimentos compostos de areias (0,06 -2,0 mm) e particulas
maiores sao freqlientemente minerais de silicatos inorganicos estaveis. Essas
particulas tém menor capacidade especifica e uma superficie de carga elétrica
mais neutra. Este tipo de sedimento usualmente nao estd associado a
contaminantes e, portanto, nao é recomendado para andlises.

Particulas mais finas como silte e argila (<0,06 mm) tém maior
capacidade especifica e possuem maior area superficial. Essas propriedades
tornam as particulas mais interativas com os contaminantes e sao esses 0s
sedimentos que devem ser amostrados para andlises. Esses tipos de sedimentos
sdo localizados em aguas calmas no fundo da area de amostragem, nas margens,
obstrucdes e curvas dos rios. Para amostragem costuma-se escolher os lagos,
acudes e represas. Contudo, esses locais podem apresentar inconvenientes,
principalmente para as moléculas de radpida degradacao devido a acao da luz
solar (SAPOZHNIKOVA et al., 2004).

As amostras de determinada localidade devem ser coletadas a
distancias que variam de 20 a 200 metros da margem dependendo do corpo
de agua, no mesmo periodo de tempo, usando o mesmo equipamento e a
mesma técnica de amostragem. Usualmente, sdo feitas replicatas para
determinar a variabilidade da amostra em um dado local e em um certo tempo.
No entanto, para fazer comparacoes entre locais diferentes a mesma técnica
de amostragem deve ser utilizada durante todo o estudo (OHIO
ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2001).

Os procedimentos de coleta de amostras de sedimentos
superficiais e profundos sao semelhantes, diferindo basicamente no cuidado
necessario que se deve ter com as amostras destes ultimos, uma vez que
pode ocorrer alguma mistura acidental e mascarar o resultado. Entende-se
como amostragem superficial aquela cuja coleta se faz na profundidade limite
de 30cm (ex. 0-10cm; 0-15cm; 0-20cm; 0-30cm).

Essas amostragens podem ser classificadas quanto a localizacao
em: a) pontuais e b) ndo-pontuais. As amostragens pontuais sao aquelas
realizadas em torno do equipamento, enquanto que as ndo-pontuais sdo aquelas
realizadas por meio do arraste do equipamento de coleta no fundo do leito
(FIGUEIREDO JR. & BREHME, 2000). Por outro lado, as amostragens quanto
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ao numero podem ser classificadas em: a) individuais e b) coletivas, dependendo
para o fim a que se destinam.

Nos frascos que contém as amostras devem ser coladas etiquetas
que contemplem informac6es como, data e hora da coleta, local com latitude
e longitude, profundidade da dgua, tempo, equipamento utilizado, descricao
fisica da amostra como cor, textura, odor, nome do coletor, entre outros,
para facilitar o rastreamento posteriori (OHIO ENVIRONMENTAL PROTECTION
AGENCY, 2001). As etiguetas devem acompanhar as amostras em todos os
momentos, durante qualquer etapa de analise, armazenamento e transporte.

Todas essas informacdes devem estar contidas em uma ficha
(Fig. 1) a ser preenchida no momento da coleta para facilitar o processamento
dos dados e esclarecer dlvidas futuras caso existam.

E necessaria a coleta de uma amostra testemunha que represente
as condicOes primarias do ambiente ou local, com isencao quanto a presenca
de supostos compostos ou elementos quimicos introduzidos por meio de
atividades antrépicas. Isso significa coletas bem distantes das dreas submetidas
ao uso de poluentes, visando sua representatividade como amostra testemunha
ou padrao. Além disso, a amostra testemunha deve ser coletada em local
onde a deposicao de sedimentos e o fluxo energético da 4gua sejam similares
aguele no qual se quer retirar as amostras do estudo em questao. Isso significa
que as amostras testemunhas devem ter granulacao similar aos sedimentos

dos locais de coleta.
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RRGEOE SR Fig. 1. Exemplo de um formulério de
informacdes sobre a amostragem.
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11.2. Equipamentos de Amostragem

E importante ressaltar que os coletores devem ser de aco
inoxidavel, sendo o manuseio das amostras feito por meio do uso de luvas de
polietileno, a fim de se evitar possiveis contaminacdes. O equipamento de
amostragem (coletor) deve estar limpo antes do uso e apds cada coleta com o
intuito de se evitar problemas relacionados a contaminacédo ou mistura de
amostras de diferentes profundidades, conforme os procedimentos a seguir:

1. Lavar o equipamento com solucao de detergente e enxaguar
com agua;

2. Lavar com solucéo aquosa de HCI 1% e enxaguar com metanol;

3. Finalizada a limpeza, passar 4gua deionizada e deixar secar ao
ar;

4. Embrulhar todo o material com papel aluminio e conservar até
sua utilizacdo no campo (RMP Field Manual, 1999).

Outro aspecto importante é a limpeza dos recipientes nos quais
serao colocadas as amostras, que deve feita com solucao detergente contendo
HCI 1%, seguida de metanol e, por Ultimo, com enxaglie em agua deionizada
(RMP Field Manual, 1999).

Geralmente sao utilizados dois tipos de amostradores para a coleta
dos sedimentos:

(1)Amostradores de garra para coletar os sedimentos de
superficie, quefornecem o material para a determinacao da distribuicdo
horizontal das variaveis. Este tipo de amostrador é de facil utilizacdo e como
a amostra obtida é grande, possibilita a avaliacdo das entradas recentes de
poluentes;

(2)Amostradores de nucleo, para a coleta de um perfil dos
sedimentos em profundidade, fornecem material para a determinacao da
distribuicao vertical das varidveis analisadas. Esses amostradores sao utilizados
para registrar a entrada (histérico) de material ao longo do tempo. O tipo de
amostrador a ser utilizado variara de acordo com a finalidade do estudo e seré
definido pelo projeto. Para maiores informagdes poderao ser consultadas as

seguintes referéncias: Ohio Environmental Protection Agency (2001); Plumb
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Jr.(1981), Burton & Landrum (1990), Mudroch & MacKnight (1994), Mudroch
& Azcue (1995), Figueiredo Jr. & Brehme (2000).

11.2.1. Amostradores de Garra

Os modelos de amostradores de garra usados geralmente sado os
de Ekman e de Ponar, que permitem que a dgua flua livremente através do
dispositivo durante a descida, reduzindo assim o distUrbio do sedimento causado
pela onda na frente do amostrador. Estes amostradores sao faceis de usar e
conseguem volumes relativamente grandes do sedimento, porém particulas
de superficie fina podem ser carregadas pela correnteza da agua.

O tamanho da Garra de Ekman utilizado normalmente é de 15 x
15 cm e de aco inoxidavel. Este tipo é apropriado para coletar sedimentos que
contenham silte e graos de areia. As particulas maiores como o cascalho e
objetos como fragmentos de madeira, prejudicam a coleta, resultando na perda
do material da amostra.

A Garra de Ponar consiste em um par de maxilas, mantidas
abertas por uma barra do prendedor. A parcela superior das maxilas é coberta
com uma tela que permite que a dgua flua livremente durante a sua descida
até o sedimento, reduzindo conseqlientemente a onda de choque que precede

o amostrador. Este tipo é apropriado para coletar particulas pequenas.

11.2.2. Amostradores de Nicleo

Os amostradores de nucleo penetram no sedimento mais
profundamente do que os de garra. Conseqlientemente, coletam uma fatia de
secao transversal de camadas dos materiais, fornecendo deste modo
informacoes sobre a dindmica de deposicdo do sedimento. Este tipo de
amostrador consiste em um tubo que penetra no sedimento pela queda livre a
partir de uma altura suficiente.

Embora os amostradores previamente mencionados possam ser
usados com a finalidade de determinar a distribuicdo completa de particulas,

eles nao sao instrumentos ideais. Muito dos sedimentos finos sao perdidos em
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conseqliéncia da onda da pressao que precede estes amostradores. Os
amostradores vibratérios evitam grandes perdas de sedimentos ja que nao
sdo introduzidos em queda livre. Para maiores detalhes sobre este tipo de

coletor consultar os capitulo 10 e 13.

11.3. Transporte das amostras

A logistica de transporte das amostras deve ser cuidadosamente
definida para evitar problemas de conservacao.

Dependendo da distancia entre a area de coleta e o laboratério, a
amostra deve ser refrigerada o mais rapidamente possivel. O transporte,
portanto deve ser realizado em caixas de isopor e deve ser acompanhado do
emprego de gelo seco ou em gel. No laboratério, as amostras devem ser
aramazenadas em freezer ou camaras frias numa temperatura de cerca de
-18 °C e em condicoes de auséncia de luz. As amostras, uma vez congeladas,
devem ser mantidas nesta condicdao até o momento da analise. Sucessivas
etapas de congelamento e descongelamento das amostras podem resultar em

degradacao nao desejada.

11.4. Consideracdes Finais

A amostragem de sedimentos envolve desafios e quando realizada
com sucesso permite que varios parametros da amostra sejam analisados com
detalhes. Contudo é fundamental que o equipamento de amostragem seja
apropriado para o tipo de sedimento e andlise que se pretende realizar. Além

disso, as amostras sob investigacdo devem ser representativas.
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Capitulo 12

Amostragem de sedimentos do fundo de lagos,

represas e viveiros de aquicultura para
analise fisico quimicas

Jiilio Ferraz de Queiroz, Rita Carla Boeira ¢
Mariana Pinheiro Silveira

A interacao entre a 4gua e os sedimentos do fundo dos lagos,
das represas e dos viveiros de aqlicultura ndao deve ser ignorada, porque o
manejo inadequado da agua e dos sedimentos pode prejudicar a biodiversidade
desses locais e também a sobrevivéncia e o crescimento dos organismos
aquaticos. A amostragem correta dos sedimentos do fundo dos lagos e dos
viveiros para a determinacao de parametros fisico-quimicos é fundamental
para assegurar uma andlise adequada, cujo objetivo é avaliar, ndo sé a
qualidade dos sedimentos, como também, identificar alternativas para
otimizar a preservacao e o manejo dos lagos e represas €, no caso de viveiros
de aquicultura, ainda permitir a elevacao dos indices de produtividade e
rentabilidade, além de possibilitar a indicacdo de procedimentos de manejo
mais efetivos. Geralmente, a maioria das anélises de sedimentos pode ser
feita sem problemas nos laboratérios de solo, porém é preciso ter
conhecimento de como coletar e preparar essas amostras, antes de envia-
las para os respectivos laboratdérios. Nesse sentido, varios fatores devem
ser levados em consideracao para realizar uma coleta adequada permitindo
a obtencao de resultados significativos que expressem a situacao real das
condicdes dos sedimentos do fundo dos lagos e dos viveiros de aquUicultura
(BOYD, 1995).

A coleta de amostras é uma etapa critica do procedimento e
deve ser executada adequadamente para que se possa obter uma
representacao confiavel das condicoes do sedimento do fundo dos lagos e dos

viveiros. Dessa forma, é preciso estabelecer métodos praticos e seguros para
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0 uso correto dos equipamentos para coleta e processamento das amostras.
A andlise correta dos sedimentos indicara quais sao as influéncias dos fluxos
das substancias encontradas na coluna d dgua sobre os sedimentos, e quais
sdo os impactos ambientais causados pela atividade, relacionados com a erosao
dos proprios lagos, represas e viveiros, e com as altas concentracoes de solidos
em suspensao na coluna dagua.

A caracterizacdo dos sedimentos também é importante para
ilustrar a relacéao entre a espessura dos sedimentos do fundo dos lagos, de
represas e dos viveiros e a reatividade da matéria organica. Essas informacdes
sao indispensaveis para indicar procedimentos de gestao e monitoramento
dos lagos e dos reservatérios, e também fazer recomendacdes quanto a
localizacdo, construcdo e manejo dos viveiros de aquicultura. A
caracterizacao dos sedimentos reflete exatamente as condicdes reais dos
lagos e dos viveiros de producado de peixes e camardes com relacao a
composicao dos efluentes e dos sedimentos, evidenciando quais sao as
oportunidades existentes nesses locais para a adocao de Boas Praticas de
Manejo (BPM).

Além disso, a coleta adequada deve permitir a obtencao de
resultados que expressem a situacao real das condicoes dos sedimentos do
fundo dos lagos, das represas e dos viveiros de aquicultura. Para isso, devem
ser considerados os seguintes fatores: tipo de equipamento utilizado para
coleta, local de coleta das amostras, espessura das camadas de sedimento
das amostras, niumero de amostras por local (lago, represa ou viveiros),
hora da coleta, técnica utilizada para secagem das amostras, método de
trituracdo das amostras, e forma de acondicionamento e armazenamento
das amostras.

Neste capitulo, descreve-se de uma maneira simplificada a
metodologia proposta por Boyd (1995) para coleta de amostras de sedimento
do fundo de lagos, represas e viveiros de aquicultura, e também da utilizacao
do coletor simplificado, visando a sua aplicacdo pratica nos trabalhos de
pesquisa realizados no Brasil sobre qualidade da agua e dos sedimentos dos

lagos, das represas e dos viveiros de aquicultura.
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12.1.Tipos de coletores para sedimentos

De maneira geral, a coleta de sedimentos do fundo dos corpos de
agua pode ser feita com dragas de varias dimensdes e caracteristicas, sendo
que as mais comuns sao a draga de Ekman e a draga de Petersen. Dentre elas,
a draga de Ekman é a mais leve, alguns modelos pesam menos de 1,0 kg, e é
por esse motivo que ela é mais indicada para a coleta de amostras de sedimentos
de lagos, represas e viveiros, cujo fundo € menos compacto e mais macio. A
draga de Ekman nao foi projetada para penetrar no fundo de locais constituidos
de material mais compacto, duro e com grande quantidade de argila, e além
disso, essa draga nao deve ser utilizada em locais onde existam muitos
fragmentos de rocha, galhos e raizes de plantas, os quais impedem o seu
fechamento completo. Para esse tipo de amostragem deve-se utilizar a draga
de Petersen, a qual foi projetada para coletar amostras em local onde o fundo
é duro e compacto. A draga de Petersen é construida em aco, e é muito
pesada (alguns modelos pesam mais de 50 kg), sendo que devido ao seu peso
elevado, ela penetra no solo compactado cortando a amostra desejada.
Entretanto, esta draga s6 pode ser utilizada se estiver fixa a um barco e
acoplada a um guincho; conseqlientemente, a draga de Petersen raramente é
utilizada para coletar amostras de sedimento do fundo de viveiros de aquicultura
(BOYD, 1995).

Embora as dragas permitam coletar amostras com um volume
conhecido, o qual é pré-determinado em funcao do seu respectivo tamanho,
elas ndo sdao muito indicadas para coletar sedimentos do fundo de lagos pequenos
e dos viveiros de aquicultura, porque nao permitem regular a espessura da
camada da amostra que se pretende coletar. Além disso, a quantidade de
sedimento coletado pelas dragas depende diretamente da compactacao dos
sedimentos.

Para contornar as dificuldades encontradas para obtencao de
amostras de sedimentos do fundo de lagos e dos viveiros de aqlicultura com
o uso de dragas, foram projetados vérios tipos de coletores que permitem
obter amostras relativamente nao perturbadas e consolidadas de sedimentos
nos mais diversos locais, como por exemplo, no fundo de lagos e reservatdrios,

coérregos, canais e viveiros de aquicultura. Em geral esse tipo de coletor,
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denominado core sampler, é constituido de um tubo de PVC transparente com
5 cm de diametro e aproximadamente 1,5 m de comprimento, e fica inserido
no interior de um tubo de metal de maiores dimensdes, conforme descricao de
Boyd (1995).

Esse equipamento possibilita coletar amostras de sedimentos de
uma area conhecida, em solos compactados e duros. A amostra pode ser
dividida em vaérias sub-amostras de camadas uniformes e de mesma espessura,
de acordo com as vaérias profundidades. A maioria dos coletores do tipo core
sampler é constituido dos seguintes componentes (Fig. 1A): 1) parte superior
que se resume em apoio para as maos para auxiliar o manuseio durante as
coletas feitas em areas rasas. Para as coletas feitas em areas mais profundas,
a parte superior do coletor é mais complexa, porque contém uma valvula para
saida de 4gua e um encaixe para acoplar uma extensao; 2) tubo de metal -
normalmente feito de aco inox, e serve como um invélucro do tubo de PVC; e
3) tubo de PVC transparente, normalmente com 5 cm de didmetroe 1,5 m de
comprimento.

O coletor tipo core sampler completo, descrito acima, pode ser
perfeitamente substituido pelo coletor simplificado (Fig. 1B). Para isso, basta
eliminar alguns componentes do coletor completo, tais como: a) parte superior
— apoio para as maos, valvula para saida de 4gua, e encaixe para acoplar a
extensao; e b) tubo de metal — tubo de aco inox no qual € inserido o tubo de
PVC. Conseqlientemente, o coletor simplificado é constituido apenas pelo tubo
de PVC e por duas tampas plasticas que se adaptam perfeitamente as
extremidades do tubo. A validacédo do uso do coletor simplificado ja pode ser
comprovada em inimeros trabalhos realizados no exterior e no Brasil (BOYD,
1995; MUNSIRI et al., 1995; BOYD & BOWMAN, 1997; BOYD & TUCKER,
1998; BOYD et al., 1998 e 1999 e THUNJAI et al., 2001).
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Ponleira de PVC rigido

A B

Fig. 1. Representacdo esquematica de: (A) coletor tipo core sampler de acordo com
Boyd (1995) e (B) coletor simplificado.

O coletor simplificado é mais simples, mais barato e mais leve do
que o coletor completo, porque dispensa a aquisicao e o uso dos componentes
de aco inox, que constituem a parte superior e o tubo de metal, no qual deve
ser inserido o tubo de PVC. Além disso, a utilizacdo do coletor simplificado
facilita e agiliza o trabalho metodolégico de amostragem de sedimentos em
viveiros, geralmente pouco profundos, por meio da realizacado de coletas em
séries sucessivas. Esta forma de amostragem é invidvel com o coletor completo
devido ao seu peso e a complexidade de manuseio; além disso, nao seria possivel
dispor de varios coletores completos simultaneamente, em funcao do seu alto

custo e da dificuldade de seu manuseio no momento da coleta.
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12.2. Local de amostragem

De modo geral, o fundo dos lagos, represas e dos viveiros de
aquicultura ndo apresenta uniformidade na espessura da camada de sedimentos,

na textura ou na composicao quimica (Figs. 2 e 3).
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Fig. 2. Representacdo esquematica do perfil de uma amostra consolidada de solo
de um viveiro de aquicultura (Boyd, 1995)
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HORIZONTE CARACTERISTICAS
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Legenda: F= floculado, 5= solo ( agua, So= sedimento oxidada, Sr= sedimento reduzida,
M= estavel, T= transitorio, MT= estavel transitdrio, PT= original transitdrio, P= original

Fig. 3. Sistema proposto para denominacao das camadas do perfil dos sedimentos
dos viveiros de aquicultura (Boyd, 1995)

Normalmente, a espessura da camada de sedimentos aumenta das
areas mais rasas para as areas mais profundas, e a textura dos sedimentos é
mais fina nas areas mais profundas do que nas areas mais rasas, sendo que
algumas propriedades do sedimento, como por exemplo, teor de matéria organica,
capacidade de troca de céations e teor de nitrogénio organico, freqlientemente
apresentam concentracdes mais elevadas em direcdo ao centro dos lagos e dos
viveiros. Além disso, me smo ao redor de uma drea com a mesma profundidade,
algumas propriedades do sedimento exibem variacGes aleatérias entre pontos
diferentes, sendo que essas propriedades também podem variar de acordo com a

espessura da camada dos sedimentos coletados.
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12.3. Metodologias de amostragem

O objetivo do trabalho de caracterizacao dos sedimentos do fundo
dos lagos, represas e dos viveiros, deve ser considerado para a escolha do
método adequado de coleta das amostras. Se o objetivo for determinar qual é
a influéncia da coluna d “agua sobre as propriedades do sedimento de fundo,
as amostras devem ser coletadas ao longo de linhas imagindrias (transecao ou
transecto) (Fig. 4). Assegura-se, assim, que as amostras sejam coletadas ao
longo de toda a extensdo dos lagos e dos viveiros, e em pontos nos quais a
estrutura do sedimento do fundo nao foi alterada anteriormente pela passagem
da pessoa que estd realizando a coleta.

As coletas devem ser feitas a partir das areas mais rasas em
direcao as areas mais profundas, ou seja, das bordas em direcao ao centro
dos corpos dagua. Portanto, em cada um dos locais selecionados as amostras
devem ser coletadas em pontos distintos que podem variar em nimero de 5 a
10 dependendo da area do lago, da represa ou € do viveiro, observando-se
constantemente o mesmo espagcamento entre os distintos pontos de coleta,
por exemplo, a cada 5 metros de distancia entre eles.

E necessario que, em todos os pontos ao longo da transecdo ou
transecto, as amostras coletadas tenham a mesma espessura, eliminando-se,
com este procedimento, a variabilidade devida aos diferentes perfis

sedimentares.

Fig. 4. Representacdo esquematica dos transectos (linhas imaginarias) para
coleta de sedimentos em um viveiro de aquicultura (Itupeva, SP, Foto: Julio F.
Queiroz).
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Por outro lado, se o objetivo do trabalho for somente a obtencao
de uma média dos parametros fisico-quimicos do sedimento de um determinado
corpo de agua, varias amostras podem ser coletadas em diferentes pontos do
fundo que devem ser selecionados aleatoriamente. Para isso, as amostragens
freqlientemente mais recomendadas sao aquelas feitas de acordo com um
padrao em forma de S, sendo que os pontos de coleta ao longo desse padrao
também poderao ser selecionados aleatoriamente (Fig. 5). Normalmente,
um sistema com nove quadrantes é o mais utilizado para amostrar solos
para estudos agronémicos, sendo que esse sistema também é adequado
para aplicacdao em lagos, represas e em viveiros de aquicultura.
Finalmente, o ponto de coleta em cada um dos quadrantes também
deverd ser selecionado aleatoriamente (Fig. 5). Como mencionado
anteriormente, as amostras deverdao ser coletadas com a mesma
espessura (BOYD, 1995).

Um estudo realizado por Munsiri et al. (1996) sobre a variabilidade
das concentracdes de carbono organico, no sedimento de viveiros de 1.000
m?, em Honduras, sugeriu que é preciso realizar uma amostragem intensiva
para detectarem-se as diferencas dessa variavel entre os tratamentos. A
conclusdo desse trabalho indicou que para detectar uma alteracdo de 0,2% a
0,3% na concentracao de carbono no sedimento, sdo necessarios no minimo
trés viveiros por tratamento e oito amostras por viveiro.

Na prética, para efetuar um manejo adequado dos lagos, represas
e dos viveiros de aquicultura, ndo é necessario obter estimativas da variacao
entre as amostras de sedimentos, entretanto, é necessério obter amostras
representativas e confidveis. Em lugar de analisar todas as amostras, para
obter a média da concentracdo de uma determinada variavel, pode-se juntar e
misturar completamente volumes ou pesos iguais de cada uma das amostras,
a fim de obter uma amostra composta para anélise. Dessa forma, a anélise da
amostra composta ird fornecer uma média da concentracado das variaveis

fisico-quimicas do sedimento.
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Fig. 5. Representacao esquematica dos quadrantes (A) e do padrdao em forma de
S (B) para coleta de sedimentos em um viveiro de aquicultura. (Iltupeva, SP,
Foto: Julio F. Queiroz).

Devido a variacao resultante encontrada em areas com
profundidades diferentes nos lagos, represas e viveiros, e também das variacoes
que normalmente ocorrem em funcao da localizacao e da espessura da camada
de sedimentos coletados, é fundamental incluir pelo menos 10 a 12 amostras,
ou mais, que devem ser coletadas aleatoriamente, para compor a amostra
composta. Normalmente, a espessura da camada das amostras de sedimento
do fundo dos viveiros deve ter pelo menos 20 cm.

Na falta de equipamentos especificos, é possivel coletar amostras
de sedimento do fundo dos lagos e dos viveiros de aquicultura com qualquer
lata vazia presa na ponta de um bastao de madeira. As amostras de sedimento
dos locais mais rasos e mais préoximos das bordas dos lagos e dos viveiros
podem ser coletadas pela escavacao manual da superficie com uma pa, ou
entao, pode-se inserir um tubo, ou outro artefato semelhante diretamente no
fundo do lago ou do viveiro. Para os locais mais afastados da borda é necessério
andar ou nadar até alcancar o local desejado para se efetuar a coleta.

Quando os lagos ou os viveiros estiverem vazios, entre um ciclo
de cultivo e outro, é possivel coletar o sedimento ainda imido e macio com
uma pa pequena de jardim, ou com tubos que podem ser pressionados
diretamente sobre a superficie do sedimento. No entanto, depois que o
sedimento do fundo desses locais secar e endurecer, apds longos periodos de
exposicdo ao sol, é necesséario usar uma pa ou um trado para coletar as

amostras. Esta forma de coleta, no entanto, ndo permite uma caracterizacao
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apropriada da profundidade da camada amostrada, ou a obtencédo de amostras
relativamente ndo perturbadas.

Apos a coleta, as amostras de sedimento devem ser segmentadas
com 2,0 cm de espessura, guardadas, em latas de aluminio, ou sacos plasticos,
etiguetados de acordo com a data de coleta, local de amostragem, e

profundidade da amostra que foi segmentada.

12.3.1. Procedimento de coleta com o coletor simplificado

De modo geral, os lagos, no Brasil, e os viveiros de aquicultura
nao sao profundos e o coletor simplificado constituido apenas por um tubo de
PVC, pode ser utilizado sem problemas. O procedimento para a coleta é simples,
e se resume nas etapas seguintes:

® inserir os tubos de PVC no sedimento do fundo dos lagos e dos
viveiros até a profundidade desejada (utilizar uma pequena prancha de madeira
apoiada na borda superior do tubo de PVC, e exercer uma pressao
suficientemente forte com a ajuda do peso do préprio corpo, a fim de que o
tubo de PVC penetre no fundo do lago ou do viveiro) (Fig. 6A);

® preencher a parte superior do tubo de PVC com agua do préprio
local, e tampar a sua extremidade superior (utilizar as tampas de plastico
préprias para essa finalidade);

® retirar o tubo de PVC do fundo do lago ou do viveiro (fazer uma
série de movimentos circulares para desprender o tubo de PVC da argila do
fundo), tampar a extremidade inferior do tubo e transportar os tubos, na
vertical, com as amostras de sedimento para a borda dos corpos de agua (Fig.
6B);

® sifonar a 4gua situada logo acima da camada de sedimentos
contida no interior dos tubos de PVC, retirar a tampa da parte inferior do
tubo, posicionar o émbolo de metal na parte inferior do tubo e exercer uma
pressado ascendente no sentido vertical para coletar os primeiros centimetros
da amostra consolidada de sedimento (camada oxidada aerdbica) (Fig. 7A e
7B);
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® utilizar um anel com o mesmo didmetro do tubo de PVC (5,0
cm), e com 2,0 cm de altura para permitir a retirada da amostra de sedimento,
tomando sempre o cuidado para que a amostra seja prensada para fora do
interior do tubo corretamente, de modo a evitar a perda de material das
primeiras camadas que serdo segmentadas, em funcao do seu elevado contelido
de agua (Fig. 7C);

® remover totalmente a amostra de sedimento com o anel
colocado sobre a extremidade superior do tubo de PVC, empurrando a amostra
de sedimento para cima com o émbolo, até que o topo da amostra fique nivelado
com a borda superior do anel, de modo a permitir a segmentacao da amostra
de sedimento com uma espatula larga, inserida entre a borda inferior do anel
e a parte superior do tubo de PVC

® em seguida essas amostras devem ser preparadas (secagem,
trituracao e peneiracao) de acordo com os procedimentos descritos por Boyd
(1995). Os sedimentos devem ser secos, logo em seguida a coleta, para

interromper a atividade microbiana.
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Fig. 6. Representacao esquematica das etapas iniciais do procedimento de coleta
com o coletor simplificado: (A) tubo de PVC inserido no fundo do viveiro; (B) tubo
de PVC contendo a amostra dos sedimentos, preenchido com agua do viveiro e
com tampas plasticas colocadas nas duas extremidades.
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Fig. 7. Representacdo esquematica das etapas finais do procedimento de coleta
com o coletor simplificado: (A) retirada da 4gua do coletor e da tampa inferior; (B)
utilizacao do émbolo de aco para deslocar a amostra de sedimento para cima; (C)
utilizacao do anel de PVC para segmentar a amostra de 2 em 2cm e (D) anel de
PVC contendo a amostra apds a segmentacdo com a espatula.
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12.3.1.1. Amostragem de sedimentos em séries sucessivas com a utilizacédo

do coletor simplificado

Para efetuar as coletas de sedimentos em séries sucessivas basta
apenas possuir uma quantidade suficiente de tubos de PVC (no minimo 20
unidades) e também vérias tampas de plastico (pelo menos 50 unidades). Para
isso, basta entrar nos lagos ou nos viveiros carregando os varios tubos de
PVC, e inserir os mesmos no fundo dos lagos ou dos viveiros de acordo com os
pontos de coleta pré-selecionados.

A metodologia de coleta de amostras de sedimentos do fundo
dos lagos ou dos viveiros com o coletor simplificado é mais répida, e menos
cansativa, do que a coleta realizada com o coletor tipo core sampler, porque
nao é preciso manusear os pesados componentes de metal do coletor completo
dentro dos lagos ou dos viveiros. Ressaltam-se, assim, as vantagens da presente

metodologia de coleta em séries sucessivas, com o coletor simplificado.
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Capitulo 13

Amostragem de sedimentos para analises biologicas

Mariana Pinheiro Silveira, Jitlio Ferraz de Queiroz ¢

Rita Carla Bocira

13.1. Macroinvertebrados benténicos

13.1.1. Habitat e vantagens de uso

Os macroinvertebrados bentdnicos sdao animais cosmopolitas cujo
habitat natural é o leito dos rios, e fundo dos lagos e lagoas. A comunidade de
macroinvertebrados é boa indicadora de condi¢coes locais. Devido a sua natureza
relativamente séssil e padrao limitado de migracao, sao bastante adequados
para a avaliacdo de impactos locais especificos. Também sao caracterizados
por apresentar uma grande biodiversidade, respondendo a diversos tipos de
poluentes e fatores estressantes ambientais. Uma grande vantagem da
utilizacdo desses organismos é o fato de que para sua coleta necessita-se de
aparato técnico simples e barato, propiciando respostas rdpidas e conclusivas

sobre a qualidade da agua avaliada.
13.1.2. Coleta e amostragem

A escolha do coletor utilizado na amostragem de
macroinvertebrados benténicos em programas de avaliacdo biolégica de
ambientes aquaticos depende principalmente dos objetivos do programa de
amostragem. A partir do estabelecimento desses objetivos, deve-se decidir o
numero e a localizacdo das estacdoes de amostragem, a comunidade ou
organismos que serao utilizados na avaliacao e a periodicidade da amostragem,

dentre outros fatores.
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A amostra coletada em rios deve ser representativa do trecho
que esta sendo avaliado. Em geral, toma-se como base da d&rea amostral um
trecho de 100m, contando-se no campo visual do coletor 50m a montante e
50m a jusante. O coletor deve se posicionar na regido central do leito do rio
(no caso de riachos, ou rios de pouca profundidade). O tipo de amostra coletada
em um rio varia de acordo com alguns parametros fisiograficos do mesmo,
tais como: profundidade, velocidade da correnteza, largura (ja descrito no
capitulo 7), e natureza do substrato do fundo do leito. Portanto, dependendo
das condicOes encontradas no ambiente de estudo, deve-se selecionar um
coletor apropriado.

No caso de lagos, lagoas, represas, e grandes rios, a coleta podera
variar conforme a natureza do corpo hidrico. Nos lagos e lagoas, a coleta é
feita na rea litordnea (nas margens) e na area peldgica (central). Em grandes
reservatorios, geralmente a coleta é feita em bracos e na sua regido central,
em areas préximas ao vertedouro, na regiao mais profunda, ou em pontos
distribuidos ao longo do eixo principal e proximo a desembocadura do(s) rio(s)
formador(es). J4 em pequenos reservatorios, geralmente se amostra na regiao
mais profunda, junto ao vertedouro ou nas areas central e litoranea. Em lagoas
costeiras, as areas coletadas costumam ser aquelas proximais ou distais em
relacao ao encontro com o mar e a proximidade de afluentes.

No caso de lagos, lagoas, represas, e grandes rios, a coleta
podera variar conforme a natureza do corpo hidrico. Nos lagos e lagoas, a
coleta é feita na area litoranea (nas margens) e na area pelagica (central). Em
grandes reservatodrios, geralmente a coleta é feita em bracos e na sua regiao
central, em areas préximas ao vertedouro, na regidao mais profunda, ou em
pontos distribuidos ao longo do eixo principal e préximo a desembocadura
do(s) rio(s) formador(es). J& em pequenos reservatoérios, geralmente se amostra
na regiao mais profunda, junto ao vertedouro ou nas areas central e litoranea.
Em lagoas costeiras, as areas coletadas costumam ser aquelas proximais ou
distais em relacdo ao encontro com o mar e a proximidade de afluentes.

Para o uso do Surber, do Hess e do pucé, o coletor deve ser
posicionado contra a correnteza, e o sedimento deve ser arrastado para dentro

da rede coletora. O método de coleta do amostrador Hess é igual ao do Surber.
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Jé arede de deriva deve ser posicionada contra a correnteza, e fixada nas
margens; apés um intervalo de tempo definido, todo o material que ficar retido
na rede devera ser retirado e guardado.

Para ambientes Iénticos ou de dguas paradas, como rios de grande
porte, lagos e represas, em geral utiliza-se a Draga de Eckman-Birge, a Draga
de Petersen e a Draga Petit-Ponar (Fig. 2). A amostra coletada é de natureza
quantitativa. O sedimento coletado por estes equipamentos em geral é lodoso
(Dragas Petersen e Eckman-Birge) ou arenoso (Draga Petit-Ponar), e as vezes
bem compactado, exigindo uma “escavacao” por parte do coletor. O
processamento da amostra de invertebrados bentdnicos encontrados em lagos
ou rios com pouca correnteza determinara o tipo de coletor a ser usado em
um local particular. Este, por sua vez, dependeréa das condi¢cdes locais e do
objetivo do estudo. O equipamento usado sera escolhido de acordo com o
desenho experimental.

Em caso de rios ou lagos com grande profundidade e de dificil
acesso, podem ser utilizados substratos artificiais. Estes consistem em cestos
de material ndo-biodegradavel, preenchidos de preferéncia com substrato
natural originario do préprio local (na maioria das vezes composto por pequenas
pedras ou folhas de macrdéfitas). Ha trés tipos principais de substrato artificial:
saco de nylon com material natural (pedras ou folhas), multiplas ldaminas e
cestos de espera (Fig. 3). Em ambos os casos, sao utilizadas cordas presas as
margens ou amarra-se o substrato artificial em cordas com pesos no fundo,
para fixacao do coletor. Entao, este material € deixado durante algum tempo
no ambiente, e retirado periodicamente, para verificacdo da fauna colonizadora.

A vantagem deste método é que ele permite acompanhar a
evolucao da colonizacao por parte da biota aquatica em seus diferentes estagios
de sucessao. As maiores desvantagens sao que o substrato artificial ndo deixa
de ser uma coleta seletiva, pois exclui alguns organismos que ndo conseguem
coloniza-lo, e o coletor (no caso o substrato artificial) fica sujeito ao vandalismo,

quando sao rasgados ou retirados, prejudicando o experimento.

165



Manual de Procedimentos de Coleta de Amostras em Areas Agricolas para Anélise da
Qualidade Ambiental: Solo, Agua e Sedimentos

Draga de Petit-Ponar

Fig. 1. Amostradores para ambiente Fig. 2. Amostradores para ambiente
I6tico (com correnteza). lIéntico (Aguas paradas).

13.1.3. Processamento de amostras

Apds a coleta, o substrato (tanto natural como artificial) deve
ser acondicionado em sacos plasticos preferencialmente com as seguintes
dimensodes: 50 cm x 80 cm (largura x comprimento) e 0,12 cm de espessura.
O material coletado pode ser conservado com agua do préprio local, e no
menor tempo possivel, deve ser levado para o laboratério. Quando isto ndo é
possivel, a amostra pode ser fixada em etanol a 70% ou em solugdo de

formaldeido a 4%.
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-

Fig. 3. Amostradores de substratos artificiais. A — Saco com pedras; B — Cesto
de metal; C — Placas multiplas.

As etiquetas de identificacao das amostras de substratos deverao
ser confeccionadas com papel-vegetal ou papel-manteiga (resistente a agua,
alcool e abrasao) e identificadas com lapis ou lapiseira, pois o trabalho com
agua impede o uso de canetas esferograficas, cuja tinta pode borrar ou
manchar. O tamanho da etiqueta devera ser aproximadamente de 2,5 cm x
5,0cm.

A etiqueta deverd conter os seguintes dados: ponto de coleta;
tipo de substrato amostrado com a identificacdo de sua pseudo-réplica (A, B
ou C) e data. Para que a etiqueta seja facilmente encontrada dentro do saco
plastico, sugere-se que sejam colocadas dentro de pequenos frascos plasticos
transparentes com tampa (3,0 ml), e s6 entado colocadas nos sacos.

Exemplo de etiqueta:

- Ponto de coleta — Rio Macaé 1 (M1)

- Tipo de Substrato: Folhico de Correnteza A (FCA)

- Data: Fevereiro de 2003 (02/2003)

M1 — FCA
0272003
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13.2. Fungos aquéticos

13.2.1. Distribuicdo e importancia

A micota aquatica é composta principalmente por fungos
zoosporicos, hifomicetos aquaticos (principalmente em substratos submersos),
alguns representantes de basidiomicetos, ascomicetos, alguns fungos de origem
terrestre e leveduras, os quais sdo abundantes em aguas poluidas (SCHOELEIN-
CRUSIUS et al., 2004).

Os fungos desempenham papéis importantes no ambiente
aquatico, atuando na decomposicao de substratos organicos (proteinas,
celulose, lignina, quitina, queratina, etc.); na quebra de moléculas orgénicas
para consumo por organismos detritivoros e contribuindo para o acimulo e
liberacao de nutrientes para o ambiente. Outros agem na absorcado e
degradacao de poluentes organicos, inorganicos e recalcitrantes, agindo como

depuradores de agua.

13.2.2. Coleta e amostragem

Para cada tipo de fungo aquatico tipico, ou seja, de levedura,
fungo zoospdrico e hifomiceto aquatico, ha técnicas distintas de coleta e
isolamento. Cada grupo taxonémico possui limitagGes inerentes ao ambiente
e ao substrato onde se desenvolvem. Pode-se considerar que a diversidade da
micota aquética € resultante do esforco de coleta de diversos tipos de
substratos, em diferentes ambientes, por determinado periodo de tempo,
associados a métodos de isolamento diversificados. Para pesquisar a diversidade
de hifomicetos aquaticos, geralmente sdo coletadas amostras de substratos
vegetais, como folhedo e ramos submersos (INGOLD, 1942).

Segundo Schoelein-Crusius e colaboradores (2004), de acordo
com a literatura existente, a representatividade da amostragem para estudo
dos fungos, depende muito mais dos métodos de observacao, de isolamento e
de iscagem a que unidades amostrais sdao submetidas, do que ao nimero de

amostras, nimero de locais coletados ou periodicidade das coletas. A realizacao
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de ensaios preliminares é de fundamental importancia, pois auxilia na avaliacao
da eficiéncia do método de amostragem a ser utilizado, possibilitando as
modificacGes necessarias para o desenvolvimento do experimento.

Fungos zoospéricos possuem unidades de dispersao (zoésporos)
e sao especialmente adaptados para a vida aqudatica, capazes de se
locomoverem a procura de fontes de nutrientes e sitios de colonizagdo. Em
razao da mobilidade desses fungos e de seu ciclo de vida efémero, coletam-se
amostras de agua, sedimento e substratos organicos, as quais sao
acrescentadas iscas celuldsicas (celofane, palha de milho), quitinosas (esqueleto
de camarao), queratinosas (pele de cobra), além de sementes (sorgo ou
canhamo) e graos de pdlen, promovendo-se assim, isolamento de maior nimero
de taxons. Uma vez colonizadas as iscas, estas sdo separadas e colocadas em
contato com novos substratos (SCHOELEIN-CRUSIUS et al., 2004).

Os cuidados com a amostragem devem ser redobrados em
sistemas aquaticos poluidos (COOKE, 1976), onde a proliferacdao de
geofungos e leveduras pode superar ou até suprimir a presenca de outros
tipos de fungos. Os geofungos sédo de origem terrestre e podem ser carreados
para o ambiente aquatico por meio de ventos, assoreamentos, substratos
organicos aldctones, etc. Eles utilizam os sistemas aquaticos como local de

fixacao e dispersao.

13.2.3. Processamento de amostras

As amostras iscadas com diferentes tipos de substratos
devem, apd6s a coleta em campo, ser analisadas num periodo de
aproximadamente trés a cinco dias apds o inicio da incubacao, a fim de observar
as caracteristicas morfolégicas necessdarias a identificacao dos tdxons. A
identificacao de leveduras depende do isolamento de colénias em meio de
cultura e do uso de diversos testes bioquimicos para reconhecimento dos
taxons, sendo que esta Ultima etapa é muito trabalhosa e exige conhecimentos
especificos bastante complexos (HAGLER et al., 1995).

A técnica de isolamento a ser empregada é que delimitara a

amostragem a ser efetuada. Em estudos que utilizam a incubacao de folhedo
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ou fragmentos de folhas em agua destilada esterilizada, diversas amostras
sdo trazidas do campo, incubando-se, geralmente, de cinco a dez folhas por
ponto de coleta.

Leveduras e geofungos podem ser quantificados pela contagem
do numero de esporos presentes em determinados volumes de amostra,
adaptando-se métodos analogos ao estabelecimento do nimero mais provavel
de propagulos, que é amplamente utilizado no estudo de bactérias (MARTINS
etal., 1989).

Os fungos presentes em determinados sedimentos aquaticos
podem ser quantificados indiretamente, medindo-se certos metabdlitos
produzidos exclusivamente pela micota. Recentemente, tem sido dada grande
atencdo ao ergosterol, um esterdide produzido por fungos imperfeitos,
ascomicetos e basidiomicetos, como pardmetro indicador da producao de
biomassa fungica (GESSNER & CHAUVET, 1993).

13.3. Macroalgas Benténicas e Perifiton

13.3.1. Habitat e importancia

Algas (macroalgas e perifiton) sdo limitadas pela luz, e podem
estar esparsamente distribuidas em rios muito sombreados. E uma vez que as
algas possuem curtos ciclos de vida (um a alguns dias), elas respondem
rapidamente a mudancas ambientais. O perifiton é composto por algas
benténicas que crescem aderidas ao substrato de fundo tais como rochas ou
plantas aquaticas. Sao produtores primarios e indicadores sensiveis de
mudancas ambientais nos ambientes l6ticos. Devido ao fato de estar aderida
ao substrato, a comunidade do perifiton integra disturbios fisicos e quimicos
nos rios. Mudancas na composicao de algas entre os habitats sdo sempre
evidentes como mudancas de cor e textura do perifiton. Quanto ao uso do
perifiton como bioindicadores, sabe-se que a quantificacao de nutrientes e

pigmentos de diatomaceas sao associados a eutrofizagao.
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13.3.2. Coleta e amostragem

A técnica de amostragem de macroalgas bentdnicas dependera
do objetivo do estudo. Porém, em geral se procura observar dados de
abundancia e distribuicao da comunidade no ecossistema aquatico. Para este
objetivo, sao utilizadas a estimativa visual da cobertura percentual das espécies
sobre o substrato e sua freqiiéncia (nUmero de unidades amostrais com
presenca de determinada espécie). A cobertura porcentual é um pardmetro
semi-quantitativo que fornece estimativa aproximada da biomassa (HOLMES
& WHITTON, 1981).

A escala de amostragem poderd variar de milimetros (micro-
habitat de diatomaceas) a centimetros (macroalgas). A transec¢ao em rio ou
trecho da margem de um lago estaria no nivel de uma mesoescala.

Jdé a escala temporal pode variar de dias a anos. A determinacao
dependera basicamente do resultado de interacoes entre processos de acimulo
e perda de biomassa, o que dependera do regime de distlrbios no ambiente
(BIGGS, 1996). A periodicidade mais comum para macroalgas bentdnicas é a
mensal, com duracado de um ano.

O uso do microscépio em campo é (til para a identificacao
preliminar (nivel de género) ou no caso da ocorréncia conjunta de duas espécies
do mesmo género.

O material usado na amostragem é em geral simples e barato,
empregando-se: cordas, estacas, régua ou trena, visores subaquaticos com
fundo de vidro e molduras com a forma geométrica desejada (quadrado,
retangulo, poligono, etc.). O tempo e a &rea amostrada dependerao do objetivo
da pesquisa.

Algumas metodologias usualmente empregadas para estudos fito-
socioldgicos de vegetacao terrestre foram adaptadas para a amostragem
de macroalgas bentbnicas, tais como: transec¢ao, interceptacao de ponto,
quadrado e mapeamento. A seguir detalharemos melhor a técnica de
mapeamento, sendo que as demais podem ser consultadas em Necchi Jr.
(2004). Este autor ressalta que é possivel a combinacao de técnicas, ideal

para a otimizacao de tempo e recursos, além de fornecer informacdes gerais
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sobre a estrutura da comunidade (riqueza de espécies e abundancia
global), e ao mesmo tempo tracar um perfil mais especifico de parte da
comunidade. A combinacao pode ser: transeccao e quadrado (NECCHI
Jr. & MOREIRA, 1995); e interceptacao de ponto e quadrado (NECCHI
Jr. et al., 1991).

Segundo Necchi Jr. (2004), a técnica do mapeamento é a que
fornece resultados mais precisos e confidveis sobre a abundancia da
comunidade. Esta metodologia consiste na marcacao detalhada
(estaqueamento) do trecho a ser mapeado, de modo que se forme uma rede
com as unidades a serem amostradas. O local adequado para a aplicacao
desta técnica seria os rios com menos de 20 m de largura, que apresentem
boa visibilidade e que permitam andar com seguranca sobre o leito. A principal
desvantagem do mapeamento é o longo tempo que se leva para sua execucao,
tornando-o por vezes inviavel.

A Agéncia Ambiental dos Estados Unidos (STEVENSON & BAHLS,
2005), estabeleceu dois protocolos para a coleta do perifiton, os quais sao

descritos a seguir.

Amostragem multihabitat

1. Definir que trecho do rio serd amostrado;

2. As estimativas visuais ou avaliacOes baseadas em transectos
quantitativos podem ser usadas para determinar a porcentagem de cobertura
de cada tipo de substrato e a abundancia relativa de macréfitas, algas
filamentosas e diatomaceas;

3. Coletar algas em todos os substratos e habitats (areas de
correnteza, de remanso, margens) disponiveis. O objetivo é coletar uma Unica
amostra composta que seja representativa da comunidade de perifiton no
trecho escolhido. A coleta nos habitats deve ser proporcional a sua area de
cobertura. Coletar todos os substratos e habitats (dreas de correnteza, pocoes,
areas proximas as margens) na real proporcao de sua cobertura aérea no
trecho estudado. Em um trecho do rio, a luz, profundidade, substrato e
velocidade da correnteza podem afetar a composicao de espécies das

comunidades do perifiton. Mudancas na composicao de espécies de algas entre
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habitats sao evidentes como mudancas na cor e textura do perifiton. Pequenas
quantidades (aproximadamente 5,0 ml ou menos de dgua contendo o substrato
colonizado pelo perifiton) de subamostra de cada habitat é o suficiente;

4. Coletar espécimes de macroalgas com a mao em proporgcao a
sua abundancia relativa no trecho amostrado. Combinar todas as amostras
em uma Unica caixa;

5. Colocar as amostras em um recipiente inquebravel de boca
larga. Uma amostra de 125 ml é suficiente (BAHLS, 1993). Adicionar a
quantidade de solucdo de Lugol (IKI) recomendada, o fixador M3, formalina a
4% tamponada, glutaraldeido a 2% ou outro conservante (APHA, 1995);

6. Colocar uma etiqueta permanente externamente ao container
com as seguintes informacdes: nome do corpo dagua, localizacao, ponto de
coleta, data, nome do coletor e fixador usado; e

Transportar as amostras ao laboratério em isopor com gelo (manté-
los frios e escuros) e estocar as amostras fixadas no escuro até que sejam
processadas. Estocar as amostras de modo que o transporte nao as derrame.
Quando preservadas, checar o nivel do fixador a cada duas semanas até que

a avaliacao taxondmica esteja concluida.

Amostragem de habitat Unico

A variabilidade devida a diferencas do habitat entre rios pode ser
reduzida através da coleta do perifiton proveniente de uma Gnica combinacao
de substrato/habitat que caracterize o trecho em estudo (ROSEN, 1995). Para
resultados de comparacao, a mesma combinacao de substrato/habitat devera
ser amostrada em todos os rios estudados. Este tipo de amostragem devera
ser usado quando se quer avaliar a biomassa do perifiton.

E preciso definir o trecho a ser amostrado. A area amostrada
para um unico tipo de habitat pode ser menor do que a area para a amostragem
multihabitat. Podem ser amostradas apenas areas de correnteza ou remanso.

1. A combinagao recomendada de substrato/habitat sdo pequenas
pedras obtidas em areas de correnteza com velocidades de 10-50 cm/seg (o
perifiton coloniza pedras, ficando aderidos e crescendo sobre elas). Amostras

deste habitat sdo geralmente mais faceis de analisar do que habitats de pouca
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correnteza porque contém menos quantidade de silte. Tais habitats sdo comuns
na maioria dos rios. Em rios de baixada onde as regidoes de correnteza sao
escassas, algas em locais escondidos ou em regioes de remanso podem ser
coletadas. Substratos arenosos nao sao recomendados como um substrato
alvo porque a composicao das espécies na areia € limitada devido ao pequeno
tamanho e natureza instavel do substrato. Em grandes rios ou rios de baixada,
o fitoplancton deveria ser considerado como uma alterntiva ao perifiton;

2. Coletar varias subamostras da mesma combinacédo de
substrato/habitat e componha-as em uma Unica caixa. Trés ou mais
subamostras deveriam ser coletadas de cada trecho ou rio amostrado;

3. A drea amostrada deve sempre ser determinada se a biomassa
por unidade de area (ex: clorofila) for medida;

4. Se o plano for avaliar amostras para estimar clorofila a, nao
preserve as amostras até que elas sejam sub-amostradas.

Os procedimentos de estocagem, transporte e processamento

de amostras sao semelhantes aos descritos para a coleta multihabitat.

13.4. Macréfitas

13.4.1. Distribuicdo e importancia

Macréfitas sdo plantas aquéaticas que crescem préximas ou dentro
da 4gua e podem estar emersas, submersas ou serem flutuantes. Elas sdo
benéficas aos lagos porque fornecem abrigo para peixes e substrato para
colonizacao por invertebrados. Também produzem oxigénio, o qual participa
diretamente no funcionamento do lago, e fornecem alimento para alguns peixes
e outros animais. Crowder & Painter (1991) ressaltam que a auséncia de
macroéfitas em um sistema onde elas deveriam ocorrer pode indicar uma
populacao de suporte reduzida de peixes e aves aquéaticas. Além disso, a
auséncia de macréfitas pode indicar problemas de qualidade de 4gua como
resultado da turbidez elevada, herbicidas ou salinizacao. Por outro lado, uma
superabundancia de macréfitas pode resultar de elevadas cargas de nutrientes
e interferir no fluxo de energia do ecossistema, além de prejudicar atividades

como nado, navegacao e pesca.
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As macroéfitas sdo excelentes indicadores de qualidade de 4gua
pelos seguintes motivos: respondem a nutrientes, luz, contaminantes téxicos,

metais, herbicidas, turbidez, variacao do nivel de dgua e salinizacao.

13.4.2. Coleta e amostragem

As macréfitas sdo em geral amostradas através de transectos
ou fotografia aérea. O levantamento por meio de sensoriamento remoto é
utilizado para classificar e mapear a vegetacao aquatica quando grandes areas
estao colonizadas; mas tem a desvantagem de nao distinguir entre macroéfitas
emergentes ou flutuantes (ABDON et al., 1998) ou discriminar espécies de
macroéfitas pertencentes a um mesmo grupo ecolégico (MALTHUS & GEORGE,
1997). J& sobrevéos em avioes ou helicopteros permitem a identificacao de
grupos ecolégicos ou mesmo espécies, bem como a area colonizada (CARR &
CHAMBERS, 1998).

As areas mais rasas e com maiores aportes de nutrientes (como
foz de tributarios, por exemplo) devem ser priorizadas, pois concentram as
populacdes de macroéfitas. E importante que as areas sejam georreferenciadas
com o uso do GPS (Global Positioning System — Sistema de Posicionamento
Global). Tais dados serdo usados para se estimar as taxas de extincao e
recolonizacao, para estudos da dinamica das populacoes locais, por exemplo
(THOMAZ et al., 2004).

Em caso de espécies que ndo formam dossel, como Ottelia
brasiliensis e Chara, ferramentas como garras, ganchos ou rastelos sao Uteis
para a coleta; j4 as plantas flutuantes, emergentes ou fixas com folhas
flutuantes sdao mais facilmente coletadas.

A metodologia de amostragem dependera do objetivo da pesquisa
(determinacao da biomassa, produtividade primaria, decomposicao). Aqui
descreveremos a metodologia para determinacao da biomassa segundo Thomaz
et al. (2004), a qual utiliza as transeccbes, por ser utilizada mais

freqlientemente.
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Coleta para determinacao da biomassa

Em geral, utiliza-se a quantidade de peso seco do material vegetal,
através da secagem a 105°C durante 24 horas (WETZEL & LIKENS, 1991).

Os compartimentos (ou estandes) amostrados devem ser
previamente mapeados e numerados. Os pontos de coleta podem ser delimitados
por meio de transectos flutuantes (madeira ou PVC) ou ndo (metélicos). A
amostragem pode ser distribuida ao longo das transeccbes ou seguir o
delineamento estratificado ao acaso. A area recomendada dos quadrados é
de 0,06 m?a 0,5 m? (HARAMOTO & IKUSIMA, 1988; THOMAZ et al., 1998),
sendo a area de 0,25 m? a recomendavel para obtencéo da biomassa (WETZEL
& LIKENS, 1991).

Apés a escolha dos estandes, caso estes sejam homogéneos, os
quadrados devem ser lancados dentro de regioes representativas quanto a
abundéancia e biomassa de macréfitas; em caso de estandes heterogéneos,
poderd se fazer a amostragem estratificada. Outras medidas, tais como a
profundidade e a distdncia da margem também deverao ser tomadas (FORTIN
etal., 1989).

Para a coleta de macréfitas submersas, mergulhadores auténomos
podem fazer a coleta do material (invidvel em casos de elevada turbidez da
agua), ou utilizar caixas sem fundo colocadas sobre a vegetacao (para locais
rasos, com menos do que 2 m de profundidade). Um terceiro método € a
utilizacdo de dragas semelhantes as usadas para a fauna bentonica (Eckman,
Petersen, Petit-Ponar). E importante ressaltar que o uso de dragas dependera
de fatores como a arquitetura da planta, por exemplo (THOMAZ et al., 2004).
Ainda que menos utilizadas, as ecossondas também sao aplicadas para estimar
a biomassa de macréfitas submersas.

O numero de repeticoes é dificil de ser estabelecido por causa da
heterogeneidade encontrada nos ambientes aquaticos. Porém, Symbula & Day
Jr. (1988) consideram adequado um n no qual o erro-padrdo da média nao
ultrapasse 5% do valor da média, correspondendo a 10 repeticGes para coleta
com corers com tubo de 7 cm de diametro. O nimero de repeticoes também
dependeréa do tamanho do quadrado, pois quadrados menores tenderao a possuir

maior variabilidade da amostra.
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