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SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF NITRQGEN IN PLANTS DIGESTED BY
FLOW INJECTION SYSTEM ANALYSIS. A spcctrophotometric {low injection methodology was

adjusted to a routine nitrogen determination in plants and feeds as the sulfuric acid digestion
employing salicylic acid in the indophenol blue formation. The use of phenol as colorimetric re-

agent was avoided and the resulting solutions can be discarded without previous treatment. The
achieved results showed lincarity until 100.0 mg N I'" with detection limit of 0.37 mg N I''. The
proposed method is suitable for 90 - 100 measurements per hour, uses only 50 ul of sample and 5.0
mg of reagent ner analysis with relative standard deviation of 0.9% and 0.4% for typical samples

(23.4 and 29.:
agreement (p

mg N I'"). Results for total nitrogen in plant tissues and animal feeds are in good
. 0.01) with those obtained by the usual distillation/titration method.

Keywords: nitrogen; flow injection analysis; protein.

INTRODUCAO

O desenvolvimento na formulagio de ragdes tem provocado
um grande aumento na nccessidade de controle dos nutrientes
cnvolvidos, cntrc cles a proteina, que ¢ um dos componentcs
bédsicos na alimentagio animal'. Sua quantificagio ¢ importan-
tc na formulagdo das ragdes para um Gtimo desempenho ani-
mal, sendo normalmente calculada a partir do contetdo total
de nitrogénio nos alimentos pclo método de destilagdo ¢ andli-
sc Kjeldahl ¢ em scguida multiplicando-sc o valor encontrado
por um fator que converte o tcor de nitrogénio total em tcor de
proteina®, O nitrogénio total também ¢ determinado em digeri-
dos animais, plantas, solos, clc., por scr um dos clementos
csscnciais para o crescimento da planta ¢ representar um dos
nutricntes comumente aplicados ao solo como fertilizante®. Em
fungdo disso, a determinagiio de nitrogénio, como um parime-
tro para sc medir proteina em alimentos ¢ fluidos animais ¢ de
intcresse de diversos laboratdrios de pesquisa, de controle ou
industriais, sendo freqiicnte a nccessidade de um grande niime-
ro dc andliscs.

O mais cspecifico ¢ sensivel procedimento ecspectrofolomé-
trico para dcterminagio da concentragio de nitrogénio
amoniacal cm fluidos bioldgicos, dguas naturais ¢ domésticas c
cxtratos de solos, bascia-sc na formagio dc uma intensa colo-
ragido do azul de indofenol entre aménio ¢ compostos fendlicos
cm presenga de um agente oxidante como hipoclorito, primei-
ramente publicado por Berthelot cm 18594, sendo a literatura
relacionada a esta rcagdio bastantc cxtensa®™>®’, O composto
fenélico normalmente utilizado ¢ o fenol que, dependendo das
condigdes da rcagdo, pode resultar em compostos (Gxicos ¢
voldteis de o-clorofenol. (')’ mccanismo dc reagiio ¢ complexo ¢
a scnsibilidade da reagdo ¢ dependente do pH, da temperatura
¢ da ordem de adigiio ¢ concentragiio de rcagentes.

Em andlisc por injecgdio cm fluxo, todos os parimctros cn-
volvidos na rcagiio podem scr facilmente controlados®. A dc-
terminagiio cspectrofotométrica de nitrogénio amoniacal por
inje¢do cm fluxo cm amostras dc dguas com baixas concentra-
¢Ocs foi cstudada por diversos autorcs, utilizando-sc técnicas
dc pré-concentragio ¢ reagiio dc Ncsslcr’ 19 usando-sc a reagio
de Berthelot com fenol'! ¢ salicilato!'?, Em digeridos com dcido
sulfdrico foi determinado cm amostras de carne ¢ derivados'
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¢ cm plantas’ , sendo também cmpregada técnica de difusio
gasosa ¢ condutimctria'®

Apcsar da mctodologia bascada na rcagiio dc Berthelot scr
largamente utilizada, sendo um dos primeiros métodos adapta-
dos cm andlisc por injegdo em fluxo*, scu mecanismo ainda é
controverso, com os procedimentos descritos diferindo quanto
a ordem de adiglio dos reagentes, naturcza dos agentes comple-
xantes, concentragilo, temperatura, pH, cte.

O objetivo deste trabalho foi empregar a mctodologin de and-
lisc por injegio cm fluxo em digeridos de plantas'® bascando-sc
no método oficial da AOAC!. O 4cido salicilico foi empregado
para formar o azul de indofenol'”. A determinagio automatizada
dc proteina em alimentagio animal vem a proporcionar ganho dc
tempo c redugiio no consumo de amostras ¢ reagentes, contribu-
indo para o aumcnto na cficiéncia dos laboratdrios.

MATERIAIS E METODOS
Equipamentos

Bomba peristiltica (Technicon 1) suprida com tubos Tygon
com diferentes didmetros internos, foi cmpregada para o bom-
beamento das solugdes. O sistema empregou tubos de policti-
leno (0,7 mm d.i.), ¢ o injctor/comutador foi confeccionado em
acrilico. Banho termostatizado (FANEM, mod 100) foi incor-
porado ao sistcma para controle da temperatura. Espectrofotd-
mctro VIS (FEMTO, mod 432), cquipado com célula de fluxo
contfnuo (10 mm de caminho Stico, 80ul), foi utilizado para
detecgio, conectado a registrador potenciométrico (INTRALAB
mod. 1200) para as medidas dos sinais. As detecrminagdes fo-
ram [eitas cm comprimento de onda (A) igual a 660 nm.

Amostras, Reagentes ¢ Solugdes

Todas as solugdes foram preparadas com reagentes quimi-
cos pro analisi, exceto o hipoclorito (produto comercial). Agm
destilada-desionizada foi empregada para o preparo das solu-
¢Oes ¢ padrdes.

Acido sulfdrico, H,SO4 ca 1,2 M (15,0 ml H,SO4 conc. 1" 1)
cmpregado como fluxo transportador (C).

Hidréxido de sédio 0,75 M NaOH (R)).
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Solugiio de dcido salicilico/nitroprussiato (R,), foi preparada
cm meio hidréxido de sédio (0,35 M NaOH) contendo citrato de
sédio 5% (m v'') para sc cvitarem precipitagdes de hidréxidos
de metais'® ¢ nitroprussiato 0,50% (m v'!') como agentc que
catalisa a velocidade de formagio do cromoforo®. As concentra-
¢Ocs testadas para o dcido salicilico foram 0,1 ¢ 0,2 M.

Solugiio comercial de hipoclorito de sddio, contendo 2,0 -
2,5% dc cloro ativo (Rj).

Os materiais vegetais utilizados foram amostras de Paspalum
spp, Avena sativa, Sorgun bicolor (sorgo) ¢ Saccharum offici-
narum (cana de agicar), obtidas de experimentos de campo no
CPPSE (S. Carlos, SP); materiais de refcréncia pertencentes ao
programa interlaboratorial dc controle de qualidade de andli-
ses!®; ¢ amostras provenientes de experimentos em nutrigiio
animal. Todos os matcriais foram sccos a 65°C por 48h ¢
moidos em pencira de 0,5 mm em moinho tipo Willye. As
amostras foram cntiio pesadas em duplicata (200 mg) cm tubos
de digestio de 100 ml de capacidade. Receberam 0,7 g de
mistura catalisadora (K;SO4 + CuSQOy; 10:1) ¢ 2,5 ml de H,S0,
concentrado, com aquccimento brando até o inicio da reagio,
quando o aquecimento foi clevado até ter inicio o refluxo do
dcido sulfirico (350°C). Quando todos os tragos dc¢ coloragiio
amarcla desaparcceram, a digestiio prosscguiu por mais 20 min.
O tempo total de digestio foi de cerca de 2,5 h. As solugdes
foram cntido resfriadas, transferidas para balio volumétrico de
100 m!l de capacidade ¢ o volume complctado com dgua's.

Solugdes-padrio de trabalho compreendendo 5,0 - 100,0 mg
N I'! foram preparadas a partir de diluigdes de uma solugiio
estoque de 1000 mg N I (4,716 g (NH;)2SO4 cm 1000 ml de
dgua). Para prevenir diferengas entre os tecmpos ¢ temperaturas
durante a digestio, as solugdes-padrio foram preparadas scguin-
do-sc o mesmo proccdimento das amostras. Foram adicionados
0,0 (branco); 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 ¢ 10,0 ml da solugiio estoque
de 1000 mg N I'! em tubos de digestio, sendo em scguida adi-
cionada a mistura catalisadora, 2,5 ml de H;SO4 ¢ digerindo-sc
cm bloco digestor juntamentc com cada lote dc amostras.

Diagrama de Fluxos

O diagrama dc fluxos utilizado cstd descrito na figura 1. A
amostra (A) ¢ aspirada para preencher a alga de amostragem
(L = 10 cm, 50 pl), que define o volume exato de amostra a
scr introduzida no sistema, sendo o excesso descartado (D). A
por¢io sclecionada ¢ introduzida no fluxo transportador (C,
2,0 ml min™"), atravessa a bobina By (30 cm) para uma perfci-
ta homogencizagio, recebe NaOH (R, 4,0 ml min™'), o rca-
gente dcido salicilico/nitroprussiato (R, 0,6 ml min™), o
hipoclorito (R3, 0,4 ml min™') ¢, apSs passar pela bobina de
reagiio (B,, 300 ¢m, 37°C), a amostra processada atinge a cé-
lula de fluxo (A= 660 nm), apresentando um sinal proporcional
ao contetido total de nitrogénio na amostra, sendo cm scguida
descartada (D).

AN
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Ry Ry Ry

Figura 1. Diagrama de [luxos do sistema proposto. A, amostra; C.
Sluxo transportador, H;SO4 1,2 M (2,0ml min'/),' L, al¢a de amostra-
gem (10 c¢cm, ca 50 ul); R;, NaOH, 0,75 M (4,0ml min™); Ry 0,1 M
dcido salicilico + 0,35 M NaOH + 5% citrato de sidio + 0,50%
nitroprussiato (0,6ml min’'); R;, NaOCl comercial, 2,0 - 2,5% de clo-
ro ativo (0,4ml min™); B,, 30cm; By, 300cm, A, banho termostatizado,
37°C; A= 660 nm; D, descarte.
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O procedimento de destilagio c titulagiio utilizado para com-
paragiio dos resultados foi bascado na destilagiio da amodnia ¢
recepgiio ecm excesso de dcido bérico, com posterior tituiagio
do borato formado'?,

Para o dimensionamento do sistema, a partir de uma tempe-
ratura fixa de 37°C, foi cstudada a solugdo fosfato/tartarato cm
pH 14, conforme descrito na metodologia da AOAC!® ¢ dife-
rentes concentragdes de NaOH (2,0; 1,5 ¢ 0,75 M NaOH) para
o cstabelecimento das melhores condigdes de reaglio. Foram
Ievantadas curvas padriio para cada um desses valores de pH
para concentragdes de nitrogénio variando entre 10,0 ¢ 100,0
mg 1"\, A concentragio do dcido sulfirico na digestio também
variou (2,0; 1,8; 1,2 ¢ 0,6M H2S0O,). O mesmo proccdimento
foi descnvolvido apds as concentragdes de NaOH ¢ H,SO4
screm cstabelecidas, para a definigiio da concentragiio de dcido
salicilico (0,1 ¢ 0,2 M). A concentragiio idcal do fluxo trans-
portador foi determinada a partir da média das concentragdes
das solugdes obtidas apds a digestio de 24 amostras, nas quais
foram incluidos branco, padrdes, amostras com altos tcores de
matéria orginica (turfa) ¢ tempo de digestio variando entre
2,00 - 3,00 h.

O cfeito da intensidade dos fluxos ¢ da presenga dos fons
interferentes também foi verificado. Concentragdes de mctais
maiores do que aqucles usualmente encontrados nas plantas
foram investigadas scparadamente (100,0 mg Mg 1!, 50,0 mg
Mn I, 50,0 mg Fe I'!, 50,0 mg Al I"! ¢ 50,0 mg Si I}, como
clorctos, 200,0 mg Ca I'!, como nitrato, 200,0 mg Cu I'! ¢
200,0 mg K I'!, como sulfatos).

RESULTADOS E DISCUSSOES

O emprego da solugiio fosfato/fartarato em pH 14'¢ resultou
cm precipitagio nas linhas de fluxo ¢ clevagiio na linha base,
razdio pcla qual cste tampdo foi descartado, optando-se pclo
cmprego de solugdo de NaOH.

Estudos envolvendo diferentes vazdes do carregador (1,0 e
2,0 ml min™") ¢ difcrentes concentragdes de HoSOy4 e dc NaOH,
aprescntaram aumentos na sensibilidade em valores de pH pré-
ximos a 13,0, em todas as combinagdes estudadas. Virios au-
tores t&ém considerado que quando nitroprussiato ¢ empregado
para catalisar a rcagiio, a mdxima formacgio do indofenol ocor-
rc em valores de pH superiores a 11,5%. A presenga de nitro-
prussiato aumentaria a cstabilidade da monocloramina, possi-
bilitando a formagio do indofcnol em velocidades supcriores
c cm valores de pH mais clevados do que aqueles normalmen-
tc empregados®. Esta tcoria ¢ suportada pelo fato de que em
métodos que nilo cmpregam o nitroprussiato, valores Gtimos de
pH sio cncontrados cntre 8,5 ¢ 11,56, A presenga do nitro-
prussiato tornaria a rcagiio menos dependente do pH®. No cntan-
to, pode-sc obscrvar estreita dependéncia entre valores de pH ¢
velocidade de reagdio. Os valores de pH com as concentragdes
dc dcido ¢ basc estudadas variaram entre 11,80 < pH < 13,27,
apresentando mdximo sinal analitico em pH préximo a 13,0.

A média de concentragiio dcida obtida apés digestio de 24
amostras ¢ padrdes foi de 1,14 M, scndo entiio empregado como
fluxo transportador 1,2 M H;SO4. A concentragiio final de
NaOH que melhor sc adaptava as condigdes da rcagiio deveria
ncutralizar o carregador ¢ elevar o pH para ca 13,0. A concen-
tragdio cscolhida foi entdo 0,75 M (4,0 ml min™"). Decve-sc sa-
licntar que concentragdes maiores podem vir a provocar au-
mento na tensdio dos tubos bombeadores de solugiio, aumentan-
do a complexidade do sistema.

Fixando-sc as concentragdes do carregador ¢ de NaOH, foi
possivel sc estudar a influéncia da concentragiio do salicilato.
Nilo foram observadas grandes diferengas quando a concentra-
¢ido do reagente foi duplicada, pelo contrdrio, ocorrcu uma di-
minui¢do no cocficicnte angular da curva. A concentragiio de
dcido salicilico foi cntdo fixada como 0,1 M. Resultados si-
milares foram obtidos por outros autores®'?, que também
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obscrvaram decréscimos em absorbancia com altas concentra-
¢oes de dcido salicilico.

A diminuig¢do da bobina de reagio de 300 para 200 cm pro-
vocou diminui¢dio no sinal analitico cm mais dec 70%. A conccn-
tragdo dc 20 mg N I'!, com bobina dec 300 cm, apresentou 0,189
A, cnquanto que com a bobina de 200 cm o sinal diminuiu para
0,059 A. Em concentragio de nitrogénio igual a 60 mg I'', os
resultados foram, respectivamente, 0,514 ¢ 0,092 A, indicando
como necessdrio cste tempo para o desenvolvimento da rcagao
nestas condigdes de temperatura ¢ concentragdo de rcagentcs.

A concentragio de nitruprussiato foi fixada em 0,5% m v\
A solugdo foi preparada em meio NaOH, com citrato dc sédio
cmpregado como mascarante, vindo a permitir a simplificagdo
do sistema com o uso de somentc dois canais cm confluéncia.
Quando cstocada cm relrigerador ¢ protegida da luz, csta solu-
¢io pode ser utilizada durantec um periodo dc alé cinco dias.

O cmprego de 5% m v de citrato de sédio loi eficicnte
para climinar intcrferéncias de ferro, cilcio ¢ magnésio, sendo
preferivel ao tartarato, que provocou precipitagdes ¢ aumentos
no sinal em branco. Cobre apresentou diminuig¢io do sinal ana-
litico quando cm quantidades superiores a 50 mg 1"'. Os tcores
de cobre nestas amostras sdo bastante clevados, pois foram
adicionados cerca de 25 mg Cu durante a digestdio, como cala-
lisador da rcagdio. Com as solucdes-padrio preparadas da mes-
ma mancira quc as amostras ¢ portanto rccecbendo as mesmas
quantidades dc catalisador, cssc cfcito foi nivelado.

A concentragdo de cloro ativo, apesar de excercer forte cfei-
to na formagiio do complexo azul de indolenol, apresentou
resultados satisfatdrios com o cmprego de solugio comercial
dc hipoclorito de sddio contendo cntre 2,0 - 2,5% cm cloro
ativo. Mcnores concentragdes ndo permitiram que a rcagdo
aprescntasse sinais mensurdveis no tempo fixado pelas vazoes.
Para facilidade, ¢ como em sistemas dc fluxos todos os pard-
metros sdio controlados, optou-sc pela utilizagdo da solugdo
comercial dc cloro ativo, independente de sua padronizagdo.
Apés a abertura do [rasco, cste foi mantido ecm refrigerador ¢
protegido dec luz.

O sistcma proposto tcm-sc mostrado bastantc estivel, ndo
apresentando diferengas na linha basc ¢ pequenas variagdes na
scnsibilidade (< 2 %) apds periodos de 4 h de trabalho confor-
me podc scr obscrvado na [igura 2, quc apresenta um grifico
dc rotina com amostras de sorgo ¢ farclo dc soja. A tabela 1
apresenta alguns rcsultados obtidos a partir da comparagio
cntre a metodologia proposta ¢ o método Kjeldahl. Resultados
para oito amostras cnviadas ao controle intcrlaboratorial de
_ plantas apresentaram-sc dentro do desvio padriio obtido quan-

do da comparagiio dos resultados de 48 laboratérios, que em-

pregam diferentes téenicas de determinagio!®.

A grandc maioria dos laboratdrios de nutrigiio animal ainda
cmprega o cldssico procedimento Kjeldahl, com destilagio/ti-
tulagdo. Apcsar de muito preciso, cste procedimento consome
muito tempo. O procedimento proposto tem sc mostrado tio
cficaz quanto o método titulométrico. Scu sistema ¢ simples,
cmpregando NaOH, que ¢ estdvel ¢ barato para a clevagio do
pH; a solugdo de reagente é composta com o mascarante, ¢co-
nomizando assim um canal ¢ diminuindo a dilui¢do do siste-
ma; o hipoclorito utilizado é comercial, facilitando o cmprego
cm laboratérios dc rotina. Salicilato podc scr cmpregado no
lugar do fenol com bons resultados ¢ tem apresentado a vanta-
gem de ser menos téxico, sendo quc o objetivo final destc
trabalho, quc foi o dc cstabelecer condigdes favordveis para a
detcrminagdo dc nitrogénio cm amostras tipicas de um labora-
tério de nutrigdo animal foi alcangado.

Scguindo-sc as condigdes descritas antcriormente, a lei de
Beer foi seguida cm uma faixa de concentragio de 0,0 a 100,0
mg N I'l. O cocficiente de correlagio foi 2 = 0,9998, scndo
quc a variagdo da absorbincia com a concentragio de nitrogé-
nio pode scr descrita pela scguinte cquagio: A = 0,007 Cuinopenio
+ 0,02, com limite de detecgiio (3 vezes o desvio cadrio do
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Figura 2. Grdfico obtido em traballio de rotina, referente a amostras
de sorgo e farelo de soja. A partir da esquerda, em triplicata, bran-
co, 5,0; 10,0; 20,0; 40,0, 60,0:¢c 80,0 mg N FL (equivalente a 0 - 4,0

% N na matéria seca); 27 amostras, em duplicata; 80,0; 60,0; 40,0;
20,0; 10,0, 5,0 e branco, em triplicata.

Tabela 1. Tcores de nitrogénio cm amostras dc paspalum spp.
Dcterminados pelo sistema proposto (FIAY) e por destilagdo
(Kjcldahl). Dados cxpressos cm gramas dc nitrogénio por
kilograma dc matéria scca (g kg™). Ndmeros cntre paréntescs
representam a cstimativa do desvio padrdo expressa cm % (n=3).

Amostra FIA Kjeldahl

1 9,5 (0,7) 10,1 (1,2)
2 8,8 (0,5) 9,1 (0,8)
3 11,4 (0,3) 11,6 (1,4)
4 10,9 (1,5) 131 (1.1
5 11,9 (0,6) 11,0 (1,3)
6 12,2 (1,1 12,4 (0,5)
7 7,9 (0,8) 8,2 (2,1)
8 7,6 (0,1) 7,5 (1,6)
9 : 8,1 (0,5) 8,1 (1,0)
10 8,6 (0,9) 8,7 (1,3)
11 7,2 (0,8) 6,8 (1,9)
12 13,9 (1,0) 13,8 (0,7)
13 6,7 (0,6) 6,7 (0,9)
14 6,5 (0,8) 6,4 (1,3)

a. Do inglés ** Flow Injection Analysis”

branco dividido pclo cocficiente angular) de 0,37 mg N 1"\, Os
desvios padrdo rclativos a 10 injegdes sucessivas de uma amos-
tra com 23,4 mg N I'! ¢ outra contendo 29,65 mg N I'! de
nitrogénio foram dc 0,9% c 0,4% respectivamente. Os resulta-
dos para nitrogénio total em matcriais vegetais ¢ alimentos ani-
mais obtidos por estc método apresentaram boa concordancia
(Tukey, p < 0,01) com aqucles obtidos com o método usual de
dcslilngﬁg/lilulacﬂo, sendo que a corrclagdo cntre os dois méto-
dos foi r* = 0,998, y = 1,003x + 0,02, apés 160 determinagdes
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dcicrminagaov.

CONCLUSOES

Nitrogénio em forragens ¢ alimentos animais pode ser dec-
terminado espectrofotometricamente por andlisc em injegdo cm
fluxo bascado na formagdo do azul de indofenol com o uso dc
dcido salicflico. A utilizagdo do fenol como rcagente colorimé-
trico foi evitada e a solugdo resultante pode ser descartada sem
tratamento prévio.

Esta mectodologia encontra-se em aplicagdo no Laboratério
de Nutrigdo Animal do Centro de Pesquisa dc Pecudria do
Sudeste - CPPSE, EMBRAPA, tendo sido até o momento rca-
lizadas mais de 3000 dcterminagdes.
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