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Determinacao de Formas
Inorgéanicas de Nitrogénio
por Analise em Fluxo’

Sherlan Guimardes Lemos?
Ana Rita de Araujo Nogueira®
Gilberto Batista de Souza*

Resumo

Com o objetivo de aumentar a eficiéncia laboratorial e reduzir os custos de andlise, mantendo,
porém, a qualidade analitica, foi desenvolvido um método em fluxo para a determinacgéo de
nitrogénio nas formas inorganicas (amonio, nitrato, e nitrito) em digeridos de amostras de
plantas, fertilizantes e extratos de solos. Nesta proposta, o método tradicional para
determinacdo de amoénia, baseado na destilacdo por arraste de vapor (Kjeldahl), foi substituido
pelo método do azul de indofenol acoplado & separacéo por difusdo gasosa em sistema de
andlise em fluxo. Método baseado na oxidagéo fotoquimica dos compostos orgénicos voléteis
e na neutralizacéo do residuo final foi desenvolvido para o tratamento dos residuos gerados.
Para a validacdo do método, foram utilizadas amostras provenientes do Programa
Interlaboratorial de Andlise de Tecido Vegetal, coordenado pela Escola Superior de Agricultura
Luiz de Queiroz (ESALQ), de Piracicaba, SP e ensaios de adi¢cdo e recuperacdo. Em ambos os
casos, os resultados indicaram boa correlagdo entre os procedimentos. O uso do método
proposto permite a automatizacdo das determinagdes, baixo consumo de amostras e
reagentes e pequena producdo de residuos, enfatizando a versatilidade e a potencialidade do

emprego dos métodos de andlise em fluxo, para a determinacéo de nitrogénio.

Palavras chave: proteina, nitrato, nitrito, aménio.
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Determination of Inorganic
Nitrogen by Flow Analysis

Abstract

In order to increase laboratory efficiency and to reduce costs maintaining analytical quality, an
alternative method for determination of nitrogen inorganic forms (ammonia, nitrate and nitrite)
in sample digests of plants and fertilizers and soil extracts was proposed. The time consuming
procedure, based on the vapor distillation (Kjeldahl), was replaced by the indophenol’s blue
method coupled to a separation gaseous diffusion unit in a flow system. A method based on
the photochemical oxidation of the volatile organic composition and neutralization of the final
residue was developed for the residues treatment. The accuracy was assessed by employing
samples provided by the Plant Tissue Analysis Program, coordinated by the Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”, Piracicaba, SP, Brazil and addition and recovery assays. Good
agreement between the results of both procedures was observed. The use of the proposed
procedure allowed automation of the determinations, low sample and reagent consumption
and little waste production, emphasizing the versatility and potentiality of the flow methods

for nitrogen determination.

Key words: protein, nitrate, nitrite, ammonium.
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Introducao

A determinacdo das vdrias formas de nitrogénio em amostras agrondmicas é
de grande importéncia, principalmente na formulacdo de racdes para 6timo
desempenho animal. E nessas racées que encontramos a proteina como um
dos seus componentes basicos. Geralmente, estima-se a proteina a partir dos
teores de nitrogénio, considerando-se que, em média, a proteina deste tipo de
amostra contém 16% de nitrogénio. Também na andlise de solos, o nitrogénio
é um dos elementos essenciais para o crescimento das plantas e representa
um dos nutrientes comumente aplicados ao solo como fertilizante. Em funcéo
disso, a determinacdo de nitrogénio é de interesse em diferentes etapas da
pesquisa agropecudria e em laboratérios industriais ou de controle de
qualidade, sendo freqliente a necessidade de grande niimero de andlises.
Diferentes métodos foram desenvolvidos para a determinacédo direta do
nitrogénio em digeridos de plantas e extratos de solo. Entretanto, essa
determinacd@o é geralmente realizada por meio da estimativa da aménia
liberada por destilacdo do digerido ou do extrato com 4lcali forte, o qual é
coletado em &cido bdrico e titulado com &cido sulfirico padronizado —
método de Kjeldahl, adaptado por Winkler (Page et al.,1982). Outros métodos
existentes baseiam-se na utilizacdo de eletrodos ion-seletivos (ISE) as formas
inorgénicas do nitrogénio (ISE-NH,*, ISE-NO, e ISE-NO,) (Page et al.,1982).
Porém, o procedimento mais especifico, robusto e sensivel para determinacéo
da concentracdo de nitrogénio em fluidos biolégicos, dguas naturais e
domésticas e extratos de solos baseia-se na formacédo de intensa coloracdo
proveniente do complexo azul de indofenol entre o fon amdnio e compostos
fendlicos, na presenca de um agente oxidante como o hipoclorito,
primeiramente publicado por Berthelot (Kempers & Kok, 1989). O mecanismo
da reacdo é complexo e a sensibilidade da reacdo é dependente do pH, da
temperatura, da ordem de adicdo e da concentracdo dos reagentes (Nogueira
et al., 1996).

Em analise por injecdo em fluxo, todos os parametros envolvidos na reacédo
podem ser facilmente controlados. Os sistemas de andlise em fluxo baseiam-se
na injecdo da amostra em um fluxo transportador, originando uma zona de
amostra reprodutivel, que sofre dispersdo continua durante seu transporte.
Ap06s receber os reagentes (se necessarios), o fluxo é direcionado ao detector,
onde sdo realizadas as leituras pertinentes, por meio da intensidade do sinal
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analitico resultante (Reis,1996).

Dessa forma, a adaptacdo da reacdo de Berthelot a um sistema em fluxo é de
grande interesse na medida em que possibilita a juncdo das vantagens de
ambos os sistemas, ou seja, aliar a sensibilidade de uma reacao especifica na
determinacdo de nitrogénio a alta velocidade analitica e a minimizacdo de
residuos proporcionada pelo sistema de andlise em fluxo.

Assim, neste trabalho foi proposto um método alternativo para a
determinacdo das formas inorgédnicas do nitrogénio (aménio, NH,*; nitrato,
NO,; e nitrito, NO,) com o objetivo de proporcionar ganho de tempo e
reducdo no consumo de amostras e reagentes, contribuindo para o aumento
na eficiéncia dos laboratérios. A determinacdo de nitrato e nitrito é realizada
pela quantificacdo do N-NH,* obtido da reducdo de ambas as espécies por um
redutor forte (Zn). Visando & minimizacdo e ao tratamento dos residuos
téxicos gerados, apds a etapa de andlise da amostra, os compostos organicos
gerados foram mineralizados em cdmara UV e a solucéo foi neutralizada,
tornando-se livre de compostos potencialmente téxicos ao ambiente.

Material e Métodos

1. Materiais

Para o desenvolvimento do procedimento foi necesséria a utilizacdo dos
seguintes materiais:

a) Papel-filtro qualitativo;

b) Bomba peristéltica com 8 canais;

c) Tubos de Tygon® para bombeamento das solucdes;

d) Injetor-comutador de acrilico do tipo 1:3;

e) Espectrofotometro VIS (FEMTO, modelo 432) com célula de fluxo com
caminho 6tico de 1 cm;

f) Unidade de difusdo gasosa da ALLTECH, modelo 370, com 25,4 cm de
comprimento por 11,4 cm de altura e 18,5 cm de largura;

g) Banho termostatizado (FANEM, modelo 100);

h) Tubos de polietileno (0,8 mm d. i.);

i) Coluna redutora de zinco: confeccionada a partir de um tubo Tygon® (2
mm d. i.) preenchido com zinco metélico (20 “mesh”) e espuma de poliuretano
nas extremidades;

j) Lampada germicida de UV com 6 W de poténcia.
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2. Reagentes e Solucdes

Todas as solucdes foram preparadas com reagentes quimicos de alto grau
analitico, exceto o hipoclorito (produto comercial). Agua deionizada foi
empregada no preparo das solucdes e dos padrdes.

a) Hidréxido de sédio, 1,5 mol L': dissolver 60 g de NaOH em 1000 mL de
agua (R,);

b) Hidréxido de sédio 0,75 mol L: dissolver 30 g de NaOH em 1000 mL de
dgua, empregado como fluxo receptor (Rec);

c) Solucéo de 4cido salicilico + nitroprussiato de sédio, preparada em meio
de NaOH 0,35 mol L': 5% (m/v) de citrato de sédio (para se evitar
precipitacées de hidroxidos de metais), 0,50% (m/v) de nitroprussiato de
sédio (como agente que catalisa a velocidade de formacdo do croméforo) e
0,2 mol L de 4cido salicilico (R,);

d) Solucdo comercial de hipoclorito de sédio, contendo 2,0 - 2,5% de cloro
ativo (R,);

e) Solucédo de perdxido de hidrogénio a 2%, preparada em meio acido de 1,5
mol L' HCI (R,);

f) Sulfato de cobre a 0,1% (m/v): dissolver 0,1 g de CuSO, em 100 mL de
agua, empregada como solucédo ativadora da coluna redutora;

g) Solucéo analitica estoque de 1000 mg L' de N: dissolver 2,857 g de
NH,NO, em 1000 mL de &gua. Solucdo utilizada na confeccdo dos padrées
utilizados na determinagdo de nitrogénio em amostras de tecido vegetal;

h) Solucéo analitica estoque de 1000 mg L' de N: dissolver 2,857 g de
NH,NO, em 1000 mL de solucdo 1 mol L' de KCI. Solucéo utilizada na
confeccdo dos padrdes utilizados na determinacdo de nitrogénio em extratos
de solo.

Observacoes:

E_—ll Solugdes analiticas de trabalho devem ser preparadas a partir de diluicGes
apropriadas da solucdo estoque.

E—“ O composto fendlico normalmente utilizado é o fenol, o qual é altamente
téxico e volatil, podendo ser absorvido na forma de o-clorofenol no ar ou
pela pele. Em substituicdo, utiliza-se o salicilato, porque este nio é
toéxico, apesar de possuir reatividade menor do que o fenol.
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3. Procedimento
3. 1. Determinacdo de nitrogénio na forma de aménio (N-NH,*)

O diagrama de fluxos utilizado estéa descrito na Fig. 1. A amostra (A), obtida a
partir da decomposicdo com &cido sulftrico ou da extracdo do solo com
solucdo de KCI 1 mol L' de é aspirada para preencher a alca de amostragem
(L = 100 cm, 500 pL), que define o volume exato de amostra a ser
introduzido no sistema, sendo o excesso descartado (D). A porcéo selecionada
é introduzida no fluxo transportador (T, 4gua a 1,7 mL min'), recebe a
solucédo de base forte (R,, NaOH 1,5 mol L' a 4,0 mL min”'), atravessa a
bobina B, (30 cm) para perfeita homogeneizacédo e conversdo do NH,* em
NHB(Q, pelo aumento do valor do pH.

O fluxo de NHW é transportado por meio de uma camara de difusdo gasosa
(C) contendo uma membrana impermedvel seletiva a gases através da qual a
NHa(g) é difundida e recebida em outro fluxo contendo solucéo bésica (Rec,
NaOH 0,75 mol L' a 1,7 mL min”') existente na parte superior da cdmara; o
gés NHM difundido recebe o reagente a base de &cido salicilico e
nitroprussiato de sédio (R,, 0,6 mL min™) e o hipoclorito (R,, 0,4 mL min™);
apds passar pela bobina de reacdo (B,, 300 cm, 37°C), a amostra processada
atinge a célula de fluxo do espectrofotémetro (A = 660 nm), apresentando
sinal proporcional ao contetido total de nitrogénio na amostra, sendo em
seguida direcionada ao tratamento (TR) e, finalmente, descartada. Os teores
de NH,* nas amostras sdo obtidos a partir da relacdo entre valor de
absorbéancia x concentracao.

Solucdes-padrdo de trabalho compreendendo 5,0 — 100,0 mg L' N foram
preparadas a partir de diluicdes de uma solucdo estoque de N 1000 mg L'
(item 2.g), para determinacdo em amostras de tecido vegetal. Para
determinacdo em extratos de solo, a curva analitica é preparada a partir de
diluicbes da solucdo estoque de N 1000 mg L' (item 2.h), compreendendo 0,5
- 40 mg L' sobre uma amostra de solo escolhida aleatoriamente em um lote
de amostras semelhantes. Esse procedimento é realizado para se minimizar o
efeito que a matriz exerce sobre a anélise.

Determinacao de Formas Inorgénicas de Nitrogénio por Anélise em Fluxo 13
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Fig. 1. Diagrama de fluxos para a determinacdo de nitrogénio amoniacal (N-
NH,*). A, amostra; L, alca de amostragem; T, fluxo transportador; B, e B,,
bobinas de reacéo; C, célula de difusdo gasosa; Rec, fluxo receptor; R, R,, R
e R,, reagentes; A, detector; A, banho termostatizado; TR, tratamento do

3

residuo; D, descarte. Maiores informacdes no texto.

3.2. Determinacédo de nitrogénio na forma de nitrato
(N-NO;) e nitrito (N-NO,)

A determinacdo de nitrato é realizada pela insercdo de uma coluna contendo
uma substancia redutora, capaz de reduzir a NHa(g,
Neste trabalho foi empregada uma coluna de zinco metélico. Dessa forma,
para a determinacdo de N-NO, + N-NH,* a contribuicdo do N-NO, deve ser
eliminada com a adicdo de 1,0 mL de uma solucdo 1% de &cido sulfanilico em
30% de 4cido acético (v/v); assim, obtém-se o valor de N-NO, pela subtracédo
com N-NH,* obtido da forma como no item anterior. J& para a determinagdo
de N-NO,, obtém-se o N total contido na amostra e subtrai-se do valor
determinado N-NO,” + N-NH,*. Na Tabela 1, tem-se um quadro resumido das
determinacdes e dos modos de célculo.

O diagrama de fluxos utilizado esta descrito na Fig. 2. A amostra (A), obtida a
partir da decomposicdo com &cido sulftirico ou da extracdo do solo com
solucdo KCI 1,0 mol L - é aspirada para preencher a alca de amostragem (L =
100 cm, 500 plL), com a porcédo selecionada, sendo introduzida no fluxo
transportador (T, 4gua a 1,7 mL min'); recebe entdo uma solucéo bésica (R,,
NaOH 1,5 mol L' a 4,0 mL min'); atravessa a coluna redutora, onde o nitrato
é reduzido de acordo com a reacéo:

NO, + 4Zn + 70H — 4Zn0,* + NH, +2H,0,

e passa pela bobina B, (30 cm) para perfeita homogeneizacdo. Desta etapa em
diante, a NHM, é determinada como descrito no item anterior. Os teores de N

todo o nitrato e o nitrito.
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total nas amostras sao obtidos a partir da relacao entre valor de absorbancia x
concentracao.

Tabela 1. Quadro resumido das determinacdes de nitrogénio e dos modos de
célculo.

Com coluna de reducéo de Zn N Total 4
Sem coluna de redugéo de Zn N-NH * B
Com coluna de reducéo de Zn N-NO;

e adicdo de acido sulfanilico (N-NH,* + N-NO,) (N-NH,* + N-NO;) — N-NH *

Com coluna de reducéao de Zn N-NO, N Total — (N-NH,* + N-NO)

Fig. 2. Diagrama de fluxos para a determinacéo de N total, N-NO, e N-NO,".
A, amostra; L, alca de amostragem; T, fluxo transportador; Zn, coluna
redutora de zinco metalico; B, e B,, bobinas de reacdo; C, célula de difuséo
gasosa; Rec, fluxo receptor; R,, R,, R, e R,, reagentes; A, detector; A, banho
termostatizado; TR, tratamento do residuo; D, descarte. Maiores informacées
no texto.

3.3. Amostras

Inicialmente foram realizados testes com amostras de tecido vegetal
provenientes do Programa Interlaboratorial de Analise de Tecido Vegetal (PCI),
o qual conta com a participacdo de 84 laboratérios (Vitti et al., 2002). Esses
testes tiveram o objetivo de verificar o desempenho do sistema de andlise em
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fluxo na determinacdo de N-NH,* em amostras de plantas por meio da
comparacdo dos resultados obtidos com os valores certificados. Os resultados
obtidos estdo expostos na Tabela 2.

Apéds essa etapa, passou-se a validacdo do sistema de determinacdo de nitrato
e nitrito, com a realizacdo de ensaios de adicdo e recuperacao em padrées
quimicos (solugdes com concentracdo conhecida de N-NO, e N-NH,*) e
extratos de solo, jd4 que ndo se dispunha de amostras-padrdo de solo. Os
resultados obtidos estdo expostos na Fig. 3 e na Tabela 3.

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos apresentados pelo método proposto na andlise de N-
NH,* demonstram excelente concordancia com os resultados certificados pelo
PCI (Tabela 2), com variabilidade menor do que 1% entre as repeticdes. Esse
método encontra-se atualmente em processo de substituicdo ao método
tradicional de andlise (método Kjeldahl-Winkler) no Laboratério de Nutricdo
Animal da Embrapa Pecuéria Sudeste, com mais de 1000 amostras de plantas
e fertilizantes ja analisadas.

Quanto a variacdo do sistema de andlise de aménio para a determinacéo de
nitrato e nitrito em amostras de solo, os resultados apresentados nos ensaios
de adi’t;éo e recuperacdo mostravam inicialmente sempre a tendéncia de
subestimar o valor experimental frente ao tedrico nas amostras de extrato de
solo. Porém, este fen6meno ndo ocorria quando da andlise dos padrdes
quimicos (solucdes com concentracdo conhecida de N-NO,), com resultados
de recuperacdo satisfatérios. Ficou claro entédo forte efeito da matriz sobre a
eficiéncia da reducdo na coluna de zinco metélico, efeito esse possivelmente
proveniente do excesso de matéria organica inerente a esse tipo de amostra.
Para contornar esse problema, realizou-se répida filtracdo em papel-filtro
qualitativo para a avaliacdo desse parametro e os resultados mostraram que ha
diminuicdo do erro relativo entre o valor teérico e o valor experimental como
demonstrado na Fig. 3.

Ainda assim, podia-se observar resultados com recuperacées nao satisfatorias
demonstradas por erros em torno de 10 a 15% abaixo dos valores tedricos
esperados. Atribuiu-se isso ao fato de a amostra apresentar ainda certa
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quantidade de matéria orgénica (principalmente matéria orgénica dissolvida),
que ndo foi retirada na etapa de filtracdo e ao fato de a curva analitica
(apenas construida em solucdo de KCI — solucdo extratora) ndo estar
representando a matriz da amostra. Dessa forma, realizou-se a confeccéo da
curva analitica sobre uma amostra aleatoriamente escolhida dentro de um lote
de amostras semelhantes para se minimizar o efeito da matriz sobre os
resultados (compatibilizacdo de matriz). Os resultados apresentados na Tabela
3 demonstram a melhora na porcentagem de recuperacdo com o método de
compatibilizacdo de amostra proposto. Quando foi empregada a curva de
calibracdo em solucdo de KCI, a recuperacéo foi inferior a 80%, enquanto que
com o emprego da compatibilizacdo de matriz foram obtidas recuperacdes
préximas a 94%. Assim, optou-se sempre pela realizacdo da andlise baseada
numa curva analitica compatibilizada com a amostra.

As Fig. 4 e 5 se referem as curvas de calibracdo caracteristicas obtidas com o
método proposto para nitrogénio amoniacal e nitrogénio total. De maneira
geral, os resultados sugerem a viabilidade da utilizacdo do método aqui
proposto, o qual aumenta o rendimento, diminui custos com energia,
reagentes e pessoal especializado (homem/hora) e diminui a geracéo de
residuos laboratoriais, sem afetar a qualidade dos resultados. Na Tabela 4 é
apresentada a comparacdo entre o método proposto e o método por
destilacdo, com relacdo a algumas caracteristicas, entre as quais velocidade
analitica, geracdo de residuos e custos.

A Fig. 6 representa o esquema da unidade de tratamento de residuos. E
composta de uma lampada germicida ultravioleta com reator de 4 m enrolado
nessa lampada, sendo o conjunto adaptado dentro de uma caixa com paredes
internas cobertas com folhas de aluminio. O principio de funcionamento é a
oxidacdo fotoquimica dos compostos orgénicos a um pH &cido, ou seja, o
residuo entra em contato com a solucdo &cida contendo peréxido de
hidrogénio, a qual é direcionada & ldampada UV, onde acontece a
mineralizacdo do residuo por meio da acdo dos radicais hidroxila gerados tanto
pelo peréxido quanto pela radiacdo UV. Na Fig. 7, sdo apresentados
espectros que indicam a eficiéncia do tratamento realizado no residuo, a qual
pode ser observada a partir da diminuicdo do valor de absorbancia na regido
do visivel e que caracteriza a destruicdo do composto fendlico (medido em
660 nm).
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Tabela 2. Determinacdo de N-NH,* em amostras de plantas e fertilizantes.
Comparacédo entre a média dos resultados obtidos no Programa
Interlaboratorial de Anélise de Tecido Vegetal (PCI) e dos resultados obtidos
com o emprego do método proposto (FA).

7

N-NH,* (%)

1 1.1 15,6 = 0,20
2 14,4 15,4 + 0,17
3 34,1 34,4 + 0,17
4 9,40 9,50 + 0,08
5 26,7 26,7 £ 0,20
6 63,4 61,6 + 0,33

2 Média * desvio-padrdo (n = 3).

Tabela 3. Comparacdo entre os métodos de calibracdo empregados na anélise
de extratos de solo.

Curva construida com KCI
Compatibilizacdo de matriz 94,0 + 2,20

2 Média Tt desvio-padrdo (n = 20).

Tabela 4. Quadro comparativo entre os métodos de determinacdo de
nitrogénio, por destilacdo (Kjeldahl-Winkler) e pelo método proposto (FA).

ft

Kjeldahl e Winkler 440 60 3,70

FA 9600 1q** 0,70

* Custo da anélise inclui pessoal (homem/hora trabalhada) e insumos (consumo de reagentes e
de energia).
** Residuo tratado. Maiores informagdes no texto e nas Figs. 6 e 7.
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Amostra _
20 mg/L N-Filt

10 mg/L N-Filt
2 mg/L N-Filt
1mg/L N-Filt
20 mg/L Filt
10 mg/L Filt
2 mg/L Filt
1mg/L Filt
Padrao 2
Padrao 1

T
-50

Fig. 3. Demonstracdo do erro relativo entre o valor teérico do padrdo e o valor

-45

-40

35 -30 -25 -20 -15
erro relativo (%)

experimental obtido pelo método proposto. Padrdo 7 e 2: padrdes quimicos
(solugdo de NH,NO,); amostra com 7mg/L - 20mg/L Filt: extratos filtrados de
adicoes sucessivas de N a uma amostra de solo nessas respectivas
concentracdes; amostra com 7mg/L - 20mg/L N-Filt: extratos nao-filtrados de
adicoes sucessivas de N a uma amostra de solo nessas respectivas

concentracoes.

0,74

Absorbéancia

Regressao Linear:

y = 0,0025 + 0,00845x
r=0,9996

n=8

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

mg N [

Fig. 4. Curva analitica caracteristica obtida para nitrogénio total.
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Regressao linear:
y =0,01017x - 0,00025
r=0,99930

n=8

0 5 10

15 20 25 30 35 40 45
mg N L

Fig. 5. Curva analitica caracteristica obtida para nitrogénio amoniacal.

proveniente
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Fig. 6. Unidade de tratamento de residuos. L, lampada germicida UV; B,
bobina reacional com 4 m de comprimento. As setas indicam o sentido do

fluxo.
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Fig. 7. Espectros na regido do visivel, que demonstram o residuo existente

antes e apds o tratamento.
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Conclusoes

O método proposto demonstra a grande versatilidade e a facilidade de
automacdo proporcionada pelo uso de sistemas de andlise em fluxo. Grande
economia em tempo e reagentes é obtida, com resultados mais acurados. A
partir dos resultados obtidos, é possivel a indicacdo do método em
laboratérios que se dedicam as determinacdes das formas inorgénicas de
nitrogénio, apresentando-se simples e econdmico, além de haver possibilidade
de tratar os residuos gerados e fornecer resultados de maneira mais rapida.
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