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SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF NITRQGEN IN PLANTS DIGESTED llY
FLOW INJECTION SYSTEM ANALYSIS. A spccu-ophctoructr ic fIow injection mcthoclology was
adjustcd to a routine nitr ogcn detennination in pl ants a nd feeds as the sulfuric acid digcstion
cmploying salicylic acid in thc indophenoI blue fonnation. The use of phenol as colorirnctr ic r c-
agent was avnidcd a nd th c rcsultiug solutions can bc d isca rd cd without prcvious trca trncnt. The
uchicvcd rcsults sh owcd linearity until 100.0 mg N 1'1 with detection limit of 0.37 mg N 1'1. Th e
p roposcd mcth od is suitablc fOI' 90 - 100 mcusu r cmcn ts per lro ur , uses only 50 fll of sample and 5.0
mg of r eugcn f nu analysis with relative stundnr d devia tion of 0.9 % and 0.4 % for typ icul samplcs
(23.4 and 29.' 1111; N ri). Rcsults for total ní tr og cn in plant tissucs and animal Iccds ar c in good
agreement (p [l.OI) with those obtained by the usual dis tillu tiou/tí trntion mcthod.

Keywords: nitr ogcn ; flow injection analysis: pr otcin.

INTRODUÇÃO

O desenvolvimento na formulação de rações tem provocado
um grande aumento na necessidade de controle dos nutrientes
envolvidos, entre eles a proteína, que é um dos componentes
básicos na alimentação animal I. Sua quanti ficação é importan-
te na formulação das rações para um ótimo desempenho ani-
mal, sendo normalmente calculada a partir do conteúdo total
de nitrogênio nos alimentos pelo método de destilação e análi-
se Kjeldahl e em seguida multiplicando-se o valor encontrado
por um fator que converte o teor de nitrogênio total em teor de
proteína2. O nitrogênio total também é determinado em digeri-
dos animais, plantas, solos, ctc., por ser um dos elementos
esseneiais para o crescimento da planta e representar um dos
nutrientes comumente aplicados ao solo como fertilizante}. Em
função disso, a determinação de nitrogênio, como um parâmc-
tro para se mcdir proteína em alimentos e fluidos animais é de
interesse de diversos laboratórios de pesquisa; de controle ou
industriais, sendo freqüente a necessidade de um grande núme-
ro de anál ises.

O mais específico c sensível procedimento cspcctrofotomé-
trico para determinação da concentração de nitrogênio
amoniacal em fluidos biológicos, águas naturais e domésticas e
extratos de solos, baseia-se na formação de uma intensa colo-
ração do azul de indofcnol entre arnônio e compostos fenólicos
em presença de um agente oxidantc como hipoclorito, primei-'
ramcntc publicado por Berthelot em 18594, sendo a literatura
relacionada a esta reação bastante extensa4•5.6.7. O composto
Icnólico normalmente utilizado é o fenol que, dependendo das
condições da reação, pode resultar em compostos tóxicos e
voláteis de o-clorofcnol. O mecanismo de reação é complexo e
a sensibilidade da reação é dependente do pl-l, da temperatura
e da ordem de adição e concentração de rcagcntcs.

Em análise por injeção em fluxo, todos os parâmctros en-
volvidos na reação podem ser facilmente controlados", A de-
terminação cspcctrofotornétrica de nitrogênio amoniacal por
injeção em fluxo em amostras de águas com baixas concentra-
ções foi estudada por diversos autores, utilizando-se técnicas
de pré-conccntração e reação de Ncsslcr?'!" usando-se a reação
de Bcrthelot com fcnol!' c salicilatol'', Em digeridos com ácido
sulfúrico foi determinado em amostras de carne e derivados'3
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e em plantas ' , sendo também empregada técnica de difusão
gasosa e condutimctria'".

Apesar da metodologia baseada na reação de Berthclot ser
largamente utilizada, sendo um_dos primeiros métodos adapta-
dos em análise por injeção em fluxo", seu mecanismo ainda é
controverso, com os procedimentos descritos diferindo quanto
11 ordem de adição dos rcagcntcs, natureza dos agentes com plc-
xantcs, concentração, temperatura, pl-l, etc.

O objetivo deste trabalho foi empregar a metodologia de aná-
lise por injeção em fluxo em digeridos de plantas 15 baseando-se
no método oficial da AOAC'6. O ácido salicílico foi empregado
para Iormar-o azul de indofcnol'", A determinação automatizada
de proteína em alimentação animal vem a proporcionar ganho de
tempo e redução no consumo de amostras e rcagcntcs, contribu-
indo para o aumento na eficiência dos laboratórios.

MATERIAIS E MItTODOS

Equipamentos

Bomba pcri st.ih icn (Tcchnicon lI) suprida com tubos Tygon
eom diferentes diâmetros internos, foi empregada para o bom-
bcamcnto das soluções. O sistema empregou tubos de policti-
leno (0,7 mrn d.i.), e o injctor/comutador foi confeccionado em
acrílico. l3anho tcrmostatizado (FANEM, rnod 100) foi incor-
porado ao sistema para controle da temperatura. Espcctrofotô-
mctro VIS (FEMTO, mod 432), equipado com célula de fluxo
contínuo (10 mm de caminho ótico, 80j..tl), foi utilizado para
dctccção, concctado a registrador potenciométrico (INTRALAB
modo 1200) para as medidas dos sinais. As determinações fo-
ram feitas em comprimento de onda (À.) igual a 660 nm.

Amostras, Rcagcntcs e Soluções

Todas as soluções foram preparadas com rcagcntcs quuni-
eos pro analisi, exceto o hipoclorito (produto comercial). Água
dcstilnda-dcs ionizuda foi empregada para o preparo das solu-
ções e padrões.

Ácido sulfúrico, H2S04 ca 1,2 M (15,0 ml H2S04 cone. 1'\
empregado como fluxo transportador (C).

Hidróxido de sódio 0,75 M NaOH (RI).
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Solução de ácido snlicílico/nitroprussiato (R2), foi preparada
em meio hidr6xido de sódio (0,35 M NnOH) eontendo citrato de
sódio 5% (m v') para se evitarem precipitações de hidróxidos
de metais!" e nitroprussiato 0,50% (m v·l) eomo agente que
catalisa a velocidade de formação do crornoforo". As concentra-
ções testadas para o ácido salicílico foram O, I e 0,2 M.

Solução comercial de hipoclorito de sódio, contendo 2,0 -
2,5% de cloro ativo (R}).

Os materiais vegetais utilizados foram amostras de Paspuluni
spp, Avena saliva, Sorgun bicolor (sorgo) e Saccharum offici-
tiarum (cana de açúcar), obtidas de experimentos de campo no
CPPSE (S. Carlos, SP); materiais de referência pertencentes ao
programa intcrlaboratorial de controle de qualidade de análi-
scs!"; e amostras provenientes de experimentos em nutrição
animal. Todos os materiais foram secos a 65"C por 48h e
moídos em peneira de 0,5 mm em moinho tipo Willye. As
amostras foram então pesadas em duplicata (200 mg) em tubos
de digestão de 100 ml de capacidade. Receberam 0,7 g de
mistura catulisudora (K2SO.) + CUSO'I; 10: I) e 2,5 ml de 1,1250,1
concentrado, com aquecimento brando até o início da reação,
quando o aquecimento foi elevado até ter início o refluxo do
ácido sulfúrico (350"C). Quando todos os traços de coloração
amarela desapareceram, a digestão prosseguiu por mais 20 mino
O tempo total de digestão foi de cerca de 2,5 h. As soluções
foram então resfriadas, transferidas para balão volurnétrico de
100 ml de capacidade e o volume completado com águalS•

Soluções-padrão de trabalho compreendendo 5,0 - 100,0 mg
N 1.1 foram preparadas a partir de diluições de uma solução
estoque de 1000 mg N ]'1 (4,716 g (NI-I4hS04 em 1000 ml de
água). Para prevenir diferenças entre os tempos e temperaturas
durante a digestão, as soluções-padrão foram preparadas seguin-
do-se o mesmo procedimento das amostras. Foram adicionados
0,0 (branco); 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0 ml da solução estoque
de 1000 mg N ]'1 em tubos de digestão, sendo em seguida adi-
cionada a mistura catalisadora, 2,5 ml de 1.12504 e digerindo-se
em bloco digestor juntamente com cada lote de amostras.

Diagrama de Fluxos

o diagrama de fluxos utilizado está descrito na figura l. A
amostra (A) é aspirada para preencher a alça de amostragcrn
(L = 10 em, 50 ul), que define o volume exato de amostra a
ser introduzida no sistema, sendo o excesso descartado (D). A
porção selecionada é introduzida no fluxo transportador (C,
2,0 ml min"), atravessa a bobina B I (30 em) para uma perfei-
ta hornogcncização, recebe NaOH (RI, 4,0 ml miu"), o rca-
gente ácido salicílico/nitroprussiato (R2, 0,6 ml min'"), o
hipoclorito (R}, 0,4 ml min") e, após passar pela bobina de
reação (\32, 300 em, 37"C), a amostra processada atinge a cé-
lula de fluxo (71.= 660 nm), apresentando um sinal proporcional
ao conteúdo total de nitrogênio na amostra, sendo em seguida
descartada (D).

o

Figura J. Diagrunur de [lusos do sistema !'/'(I//os/o. ti. auurstra: C.
fluxo transp orta do r, flZS04 /,2 M (2,01l/1II/ill'/); L. alça de amostra-
gem (10 em, ca 50 ul); R/, uson. 0,75 M (4.0ml mill'/); R], 0./ M
ácido salicilico + 0,35 M NaOfl + 5% citrato de sâdio + 0.50%
nitroprussiato (0.611/1II/i,,'/); Rj, NaOCI comercial, 2.0 • 2,5% de elo-
ro ativo (0,411/1IIIill'/); 11/. 30clII; 112• 300clII. LI, 1)(/111/0tcrmnstatiuuto.
37'C; À= 660 /111I: D. descarte.
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O procedimento de destilação e titulação utilizado para com-
paração dos resultados foi baseado na destilação da amônia e
recepção em excesso de ácido bórico, com posterior titulação
do borato formadol5.

Para o dimensionamento do sistema, a partir de uma tcmpe-
ratura fixa de 37"C, foi estudada a solução Iosfato/tnrtarato em
pl-I 14, conforme descrito na metodologia da AOACI6 e dife-
rentes concentrações de NaOI·1 (2,0; 1,5 e 0,75 M NaOI·I) para
o estabelecimento das melhores condições de reação. Foram
levantadas curvas padrão para cada um desses valores de pl-l
para concentrações de nitrogênio variando entre 10,0 e 100,0
rng 1.1. A concentração do ácido sulfúrico na digestão também
variou (2,0; 1,8; I,2 e O,6M l-I2S0.\). O mesmo procedimento
foi desenvolvido após as concentrações de NaOH e 1.12504
serem estabeleci das, para a definição da concentração de ácido
salicílico (0,1 e 0,2 M). A concentração ideal do fluxo trans-
portador foi determinada a partir da média das concentrações
das soluções obtidas após a digestão de 24 amostras, nas quais
foram incluídos branco, padrões, amostras com altos teores de
matéria orgânica (turfa) e tempo de digestão variando entre
2,00 - 3,00 h.

O efeito da intensidade dos fluxos e da presença dos íons
interferentes também foi verificado. Concentrações de metais
maiores do que aqueles usualmente encontrados nas plantas
foram invcstigadas separadamente (100,0 mg Mg ri, 50,0 mg
Mn ri, 50,0 mg Fe 1.1, 50,0 mg AI 1'1 e 50,0 mg Si 1.1, como
clorctos, 200,0 mg Ca ri, como nitrato, 200,0 mg eu ,.1 e
200,0 rng K 1.1, como sulfatos).

RESULTADOS E DISCUSSÕES

O emprego da solução Iosfato/tartarato em pl-I 141(, resultou
em precipitação nas linhas de fluxo e elevação na linha base,
razão pela qual este tampão foi descartado, optando-se pelo
emprego de solução de NaOH.

Estudos envolvendo diferentes vazões do carregador (1,0 e
2,0 ml min") e diferentes eoncentrações de H2S04 e de NaOI-l,
apresentaram aumentos na sensibilidade em valores de pI-l pró-
ximos a 13,0, em todas as eombinações estudadas. Vários au-
tores têm considerado que quando nitroprussiato é empregado
para catalisar a reação, a máxima formação do indofcnol ocor-
re em valores de pl-I superiores a 11,55. A presença de nitro-
prussiato aumentaria a estabilidade da monocloramina, possi-
bilitando a formação do indofenol em velocidades superiores
c em valores de pl-l mais elevados do que aqueles normalmen-
te empregados", Esta teoria é suportada pelo fato de que em
métodos que não empregam o nitroprussiato, valores ótimos de
pl'l são encontrados entre 8,5 e I I ,51~.c.. A presenJa do nitro-
prusxiato tornaria a reação menos dependente do pl-I . No entan-
to, pode-se observar estreita dependência entre valores de pl-I e
velocidade de reação. Os valores de pH com as concentrações
de ácido e base estudadas variaram entre 11,80 < pI-! < 13,27,
apresentando máximo sinal analítico em pl-l próximo a 13,0.

A média de concentração ácida obtida após digestão de 24
amostras e padrões foi de 1,14 M, sendo então empregado eomo
fluxo transportador 1,2 M l-I2S04• A concentração final de
NaOI-! que melhor se adaptava às condições da reação deveria
neutralizar o carregador e elevar o pl'! para ca J 3,0. A concen-
tração escolhida foi então 0,75 M (4,0 1111 min"). Deve-se sa-
lientar que concentrações maiores podem vir a provocar au-
mento na tensão dos tubos bombeadores de solução, aumentan-
do a complexidade do sistema.

Fixando-se as concentrações do carregador e de NaOI-!, foi
possível se estudar a influência da concentração do salicilato.
Não foram observadas grandes diferenças quando a concentra-
ção do rcagcntc foi duplicada, pelo contrário, ocorreu uma di-
minuição no coeficiente angular da curva. A concentração de
ácido salicílico foi então fixada como 0,1 M. Resultados si-
milarcs foram obtidos por outros autores4•12, que também
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observaram decréscimos em absorbância com altas concentra-
ções de ácido salicílico.

A diminuição da bobina de reação de 300 para 200 em pro-
vocou diminuição no sinal analítico em mais de 70%. A concen-
tração de 20 mg N r'. com bobina de 300 em, apresentou 0,189
A, enquanto que com a bobina de 200 cm o sinal diminuiu para
0,059 A. Em concentração de nitrogênio igual a 60 mg 1,1, os
resultados foram, respectivamente, 0,514 e 0,092 A, indicando
como necessário este tempo para o desenvolvimento da reação
nestas condições de temperatura e concentração de rcagcntcs.

A concentração de nitruprussiato roi fixada em 0,5% m v".
A solução foi preparada em meio NaOl'l, com citrato de sódio
empregado como mascarantc, vindo a permitir a simplificação
do sistema com o uso de somente dois canais em confluência.
Quando estocada em refrigerador e protegida da luz, esta solu-
ção pode ser utilizada durante um período de até cinco dias.

O emprego de 5% m v' de citrato de sódio foi eficiente
para eliminar interferências de ferro, cálcio e magnésio, sendo
preferível ao tartarato, que provocou precipitações c aumentos
no sinal em branco. Cobre apresentou diminuição do sinal ;\11:\-
lüico quando em quantidades superiores a 50 mg i'. Os teores
de cobre nestas amostras são bastante elevados, pois Ior.un
adicionados cerca de 25 mg Cu durante a digestão, como cata-
lisador da reação. Com as solucõcs-padrão preparadas da mes-
ma maneira que as amostras e portanto recebendo as mesmas
quantidades de catalisador, esse efeito foi nivelado,

A concentração de eloro ativo, apesar de exercer forte efei-
to na formação do complexo azul de indofcnol , apresentou
resultados satisfutórios com o emprego de solução comercial
de hipoclorito dc sódio contendo entre 2,0 - 2,5% em cloro
ativo. Menores concentrações não permitiram que a reação
apresentasse sinais mensurávcis no tempo fixado pelas vazões.
Para facilidade, e como em sistemas de fluxos todos os parâ-
metros são controlados, optou-se pela utilização da solução
comercial de cloro ativo, independente de sua padronização.
Após a abertura do frasco, este 1"0 i mantido em refrigerador e
protegido de luz.

O sistema proposto tem-se mostrado bastante está vel, não
apresentando diferenças na linha base e pequenas variações na
sensibilidade « 2 %) após períodos de 4 h de trabalho confor-
me pode ser observado na figura 2, que apresenta um gráfico
de rotina corri amostras de sorgo e farclo de soja. A tabela 1
apresenta alguns resultados obtidos a partir da comparação
entre a metodologia proposta e o método Kjcldahl. Resultados
para oito amostras enviadas ao controle intcrl aborntorial de
plantas apresentaram-se dentro do desvio padrão obtido quan-
do da comparação dos resultados de 48 laboratórios, que em-
pregam di fcrcntcs técnicas de determi nação IX.

A grande maioria dos laboratórios de nutrição animal ainda
emprega o clássico procedimento Kjcldahl, com destilação/ti-
tulação, Apesar de muito preciso, este procedimento consome
muito tempo. O procedimento proposto tem se mostrado tão
eficaz quanto o método titulométrico. Seu sistema é simples,
empregando NaOH, que é estável e barato para a elevação do
pH; a solução de rcagcntc é composta com o mascarantc, eco-
nomizando assim um canal e diminuindo a diluição do siste-
ma; o hipoelorito utilizado é comercial, facilitando o emprego
em laboratórios de rotina. Salicilato pode ser empregado no
lugar do fenol com bons resultados e tem apresentado a vanta-
gem de ser menos tóxico, sendo que o objetivo final deste
trabalho, que foi o de estabelecer condições favoráveis para a
determinação de nitrogênio em amostras típicas de um labora-
tório de nutrição animal foi alcançado.

Seguindo-se as condições descritas anteriormente, a lei de
l3eer foi seguida ~m uma faixa de cO:1Ce!lt.ra1ãode 0,0 a 100,0
mg N 1,1. O coeficiente de correlação tOI r = 0,9998, sendo
que a variação da absorbânci a com a concentração de nitrogê-
nio pode ser descrita pela seguinte equação: A = O,or·" CnillOl,""in

+ 0,02, com limite de dciccção (3 vezes o desvio "adrão do
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Figura 2. (jr,i/ico obtido ciu lra","/:o de roti nu, rcjcrcnt c a atnostrus
de sorg« c [arclo de soja. 1\ purtir da csqucrtla, CIII triplicata, bran-
CO, 5,0; 10,0; 20,0; 40,0, 60. o.'e SO,O I//g N ri, tcquivatcntc li 0-4,0
% N IIU nuüéria seca); 27 «mostras, ctu duplicata; 80,0; 60,0; 40,0;
20.0; 10,0, 5,0 c branco, CI/I triplicata.

Tabela 1. Teores de nitrogênio em amostras de paspaluni spp.
Determinados pelo sistema proposto (FIA") e por destilação
(Kjeldahl). Dados expressos em gramas de nitrogênio por
kilograrna de matéria seca (g kg"). Números entre parênteses
representam a estimativa do desvio padrão expressa em % (n=3).

Amostra FIA Kjeldahl

I
2
3
4
5
6
7
8
9
10
II
12
13
14

9,5 (0,7)
8,8 (0,5)
11,4 (0,3)
10,9 (1,5)
11,9 (0,6)
12,2 (I, I)
7,9 (0,8)
7,6 (0,1)
8, I (0,5)
8,6 (0,9)
7,2 (0,8)
13,9 (1,0)
6,7 (0,6)
6,5 (0,8)

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

a. Do inglês" Flow Injcction Analysis"

branco dividido pelo coeficiente angular) de 0,37 mg N 1,1. Os
desvios padrão relativos a 10 injeções sucessivas de uma amos-
tra com 23,4 mg N 1,1 e outra contendo 29,65 mg N r! de
nitrogênio foram de 0,9% e 0,4% respectivamente. Os resulta-
dos para nitrogênio total em materiais vegetais e alimentos ani-
mais obtidos por este método apresentaram boa concordância
(Tukcy, P < 0,0 I) com aqueles obtidos com o método usual de
dcstilução/titulação, sendo que a correlação entre os dois méto-
dos foi 1'2 = 0,998, Y = I,003x + 0,02, após 160 determinações
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ucrcrrrunaçao.

CONCLUSÕES

Nitrogênio em forragens e alimentos animais pode ser de-
terminado cspcctrofotomctricamcntc por análise em injeção em
fluxo baseado na formação do azul de indofenol eom o uso de
ácido salieílico. A utilização do fenol como rcagentc colorimé-
trico foi evitada e a solução resultante pode ser descartada sem
tratamento prévio.

Esta metodologia encontra-se em aplicação no Laboratório
de Nutrição Animal do Centro de Pesquisa de Pecuária do
Sudeste - CPPSE, EMBRAPA, tendo sido até o momento rea-
lizadas mais de 3000 determinações.
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