UnilaSalle

REVISTA DE CIENCIAS AMBIENTAIS - RCA (ISSN 1981-8858)
http://www.revistas.unilasalle.edu.br/index.php/Rba RCA
Canoas, vol. 10, n. 2, 2016

d http://dx.doi.org/10.18316/1981-8858.16.28

Reyista de Ciéncias Ambientais

ESTUDO DE DIFERENTES QONDIQC)ES DE PREPARO DE AMOSTRA NA
DETERMINACAO DE NITROGENIO TOTAL PELO METODO DE KJE LDAHL

Fernando Santos da Silva
Leandro Darc da Silvef
Edson Quintal Macedd

Paulo Batista Mende3

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéndediferentes condi¢ces de preparo de amostra para
a determinacdo de nitrogénio total (NT) em tecidiaf. Durante o estudo trés procedimentos
foram avaliados: No primeiro foi utilizada uma mist catalitica a base de selénio/sulfato de
potassio em meio acido. No segundo e terceiro fardimadas uma mistura composta por sulfato
de cobre/sulfato de potassio em meio acido senéongumétodo trés menores quantidades de
reagentes foram utilizadas. De acordo com os ezkdt os valores de NT obtidos pelos trés
métodos apresentam coeficiente de variagdo (CVpneue 15% e desvio padrdo menor que 0,7.
Ainda de acordo com resultados thste t ndo existe diferenca estatistica entre a média das
variaveis. Desta forma, o terceiro método empregaudntidades reduzidas de reagentes e mistura
catalitica a base de sulfato de cobre/sulfato déspm € o mais indicado de acordo com o estudo.
Devido a menor quantidade de reagentes utilizadedicdo do custo das analises, menor
guantidade de residuos gerados e a substituicdeléoio na mistura catalitica que € uma ameaca
ao meio ambiente e potencial carcinogénico.

Palavras-chave Analise Quimica; Quimica Verde; Tecido Vegetal.

ABSTRACT

Study of different sample preparation conditions inthe determination of total nitrogen by
Kjeldahl method. The purpose of this work was to evaluate the erflee of different conditions of
the sample preparation to determination of tot&dlogen (TN) in foliar tissue. During the study
three sample preparation procedures were evaluatesl:first one was used a catalytic mixture
composed by selenium/sodium sulfate in acidic nmadiin the second and third were used a
mixture of copper sulfate/sodium sulfate in aciddinen and in the method three a small amounts
of reagents were used. According to the resultsvhllies obtained by the three methods have a
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variation coefficient (VC) less than 15% and a dtad deviation less than 0.7. Also théest
results showed that there is no significant diffiere between the mean of the variables. The third
method using small amounts of reagents and théysataixture based on copper sulfate/sodium
sulfate is the most indicated according the studlye to the smaller amount of reactants used,
reducing the analysis cost, less waste generatetlfhee substitution of selenium in the catalyst
mixture that is hazardous to the environment amdimagenic potential.

Keywords: Chemical Analysis; Green Chemistry; Plant Tissue.

INTRODUCAO

Nas ultimas décadas a producdo agricola tem ewoluiel forma exponencial. O
desenvolvimento de novas tecnologias no campogdadies de sementes, pesticidas mais seletivos
e a avaliacdo do estado nutricional da cultura, peio de analises quimica, tem alavancado a
producdo no setor. Com o crescimento do numeroatifores interessados em conhecer o estado
nutricional de uma cultura a quantidade de laba@Edespecializados em analise de tecido foliar
tem aumentado no pais sendo que a determinacatragenio total (NT) tem sido uma das rotinas

mais executadas.

A preocupacdo em monitorar o teor de NT nas difeserculturas é de relevante
importancia. E grande a exigéncia desse elemeoisequéncia de sua funcéo estrutural, pois este
faz parte da composicdo de diversas substanciasioag como os aminoacidos e proteinas, além
de ser ativador enzimético e participar diretametateabsorcdo idnica, fotossintese, respiragéao,
multiplicacdo e diferenciacdo celular (Marschne®93; Deuneret al., 2008). Quando ha um
suprimento adequado deste nutriente as plantassemvblvem rapidamente, ao contrario, quando
h& deficiéncia sua evolucéo é bastante afetadad®ip1995; Andradet al., 2003; Da Silvat. al.
2005). Por outro lado o excesso de nitrogénio paaiém prolongar o ciclo vegetativo afetando a
producéo de gréos e frutos (Pioneer, 1995; Co8td))2Nas forragens a quantidade de nitrogénio &
muito importante, forragens com teor adequado tlegé@nio déo origem a altas producdes de carne
e leite (Cecatet al., 2005).

Devido a importancia de determinar o teor de NTteado foliar diferentes metodologias
tém sido propostas (Burns, 1984; Carnaraal., 2001; Margesin e Schinner, 2005; Martins e
Reissmann, 2007). Burns (1984) descreve o métodgedigahl, o mais utilizado, devido a sua facil
execucao e confiabilidade dos resultados. Deseitopor Kjeldahl este método consiste em trés
etapas principais: Digestdo da amostra, que utilma mistura de sulfato de potassieRy) e
selénio (Se) em p6é em meio de acido sulfuricgS@®) fumegante; Destilacdo, que separa o
nitrogénio por arraste de vapor e Quantificacaizamdo método titulométrico com solucéo de
acido cloridrico. No entanto a grande quantidadeediluos acidos gerados e o uso do selénio que

€ um potencial carcinogénico (Faithfull, 2002) g#foblemas inerentes deste método. Outros
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trabalhos adaptados a partir do método de Kjeltdahbém sdo descritos na literatura (Bremner,
1965; Nogueirat al., 1998). Estas adaptacbes tém como objetivo busnars procedimentos de
execucao, mais rapidos, com menores custos, usgagentes menos nocivos ou em quantidades

reduzidas e geracao de residuos com menor impacte® ambiente (Skoag al., 2007).

Nogueiraet al. (1998) descreve uma metodologia adaptada que \enedecomposicao
nitro-perclorica utilizando acido perclérico (HG)&Acido nitrico (HNQ) e catalisador de sulfato
de cobre (CuSg). No entanto este método provoca a geracdo derandg volume de residuos
acidos. Também a aquisicdo dos &cidos utilizadwsto procedimento invidvel em grande parte
dos laboratérios. Isso porque os dois reagentesctamercializacdo bastante restrita que nem
sempre pode ser facilmente atendidas por grande ¢gas laboratorios do pais, o que torna oneroso
a execucao dos experimentos. Em outro método ttepan Bremner (1965), foi utilizada na etapa
de preparo da amostra, uma mistura de acido sudf(HLSOy), sulfato de potassio &Qy) /
sulfato de cobre (CuSPe selénio em pé. As alteracdes dos reagentgsogtioneste método, ndo
influenciaram significativamente nos resultadosaerecisdo do método, no entanto, o volume de

acido sulfurico utilizado e os residuos de sel@ei@am quantidades de residuos consideraveis.

Este trabalho propde a modificacdo da metodologiaKgeldahl avaliando o uso de
guantidades reduzidas de acido sulfarico e o usanag mistura catalitica a base de sulfato de
potassio/sulfato de cobre com o objetivo de minamizs residuos gerados e o impacto ao meio-

ambiente.

MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de SaoBlantas do Centro Universitario da
Grande Dourados (Unigran). Durante o estudo foréilizadas dez amostras de tecido vegetal de
milho da espécie hibrido 30A37Zea mays), coletadas aos dois meses de cultivo na area
experimental da Unigran situada na cidade de DosrdiS. Apds a coleta as amostras foram
levadas para laboratério sendo lavadas com agudadas acondicionadas em sacos de papel e
secas em estufa de circulacéo forcada de ar a p0r’e4 h. Em seguida foram trituras em moinho

do tipo Willey e armazenadas em frascos de paretil

Todos os reagentes utilizados durante os experonedip de grau analitico: Acido sulfarico
H,SO, 98% (d=1,84 g. mt) (Vetec), acido cloridrico HCI 36% (d=1,19 g. ML(Vetec), sulfato
de potassio N&O, 99,8% (Sigma Aldrich), selénio (Se) 99,8% (Sigmdr#h), sulfato de cobre
CwSQO, 99,8% (Sigma Aldrich), acido boricozBO3 99,9% (Vetec), hidroxido de sédio NaOH 99
% (Vetec), vermelho de metila;£E1:5N30, 99,9% (Vetec) e verde de bromocresgiHzBr,OsS
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99,9% (Vetec). Para o preparo das solucbes foizadih agua Milli-Q (18,2 @ cm). A
determinacdo do NT foi realizada com dez amosteds método de Kjeldahl e com outros dois
meétodos adaptados da metodologia original. Foiad@lo uso de trés procedimentos diferentes de

digestdo de amostra e foram feitas seis repetg@@scada amostra como descrito a seguir:

O primeiro procedimento (DG1) foi realizado de rdococom a metodologia de Kjeldahl
(Burns, 1984). Inicialmente 0,2 g de amostra fopgsadas em tubos de digestdo em seguida foram
adicionadas 2 g da mistura catalitica compostaldmis/sulfato de potassio (10% de selénio e 90%

de sulfato de potassio (m/m)). Apds esta etaparf@dicionados 5 mL de acido sulfurico.

No segundo procedimento (DG2) foram realizadas naégu modificagdes em relacdo a
metodologia descrita por Kjeldahl (Burns, 1984 )aro pesadas 0,2 g de amostra e adicionadas ao
tubo de digestdo 1 g da mistura catalitica compaestsulfato de cobre/sulfato de potassio (10% de
sulfato de cobre e 90% de sulfato de potassio (n/pds esta etapa foram utilizados 2 mL de

acido sulfarico.

Para definir as propor¢cdes de reagente utilizadagerceiro procedimento (DG3) foi
realizado um estudo prévio com o objetivo de dateamqual a quantidade minima de reagentes
(mistura catalitica/acido) poderiam ser utilizadesm comprometer a reprodutibilidade dos
resultados. Os estudos mostraram que utilizand®,&t§ da mistura catalitica composta de sulfato
de cobre/sulfato de potassio (10% de sulfato deecel®0% de sulfato de potassio (m/m)) e 1 mL
de acido sulfarico os resultados obtidos eram dgieeis em relacdo aos resultados obtidos pelo
método de Kjeldahl. A tabela 1 apresenta a propadedcada um dos reagentes utilizados durante o
procedimento de preparo de amostra.

Tabela 1. Quantidades de reagentes utilizados apa etle
digestdo da amostra para a determinacédo de NT giéasntes
metodologias.

Componentes DG1 DG2 DG3
Amostra (g) 0,2 0,2 0,2
Mistura catalitica (g) 2 1 0,5
Acido sulfarico (mL) 5 2 1

Para todos os procedimentos avaliados a deternoitscBIT consistiu em quatro etapas: Na
primeira descrita anteriormente as amostra forasages em tubos sendo adicionada a mistura
catalitica e acido sulfarico concentrado. A seguetiga consiste na digestdo da amostra. Nesta
etapa as amostras foram levadas para aquecimentdoem digestor (Microdigestor de Kjeldahl
Q327M) e aquecidas a 32C por um tempo de 1 h (Figura 1A). Na terceira &tajestilacdo, o
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tubo contendo a amostra foi montado em um destilade nitrogénio (Destilador de
nitrogénio/proteina TE-0364) e adicionou-se soludéidréxido de sédio 6 mol'L O nitrogénio
presente na solucdo foi destilado para uma solingiicadora de acido bérico 0,5 mof tontendo
uma mistura dos indicadores de vermelho de metilarde de bromocresol. Na quarta e dltima
etapa quantificacdo, o teor de NT foi determinagionpeio de titulagdo volumétrica, onde a solucao
indicadora contendo o NT coletado na destilacatitidada com uma solucéo padronizada de acido
cloridrico (HCI) 0,01 mol [* a fim de se determinar a quantidade de NT na aaost

(A)

Figura 1. A) Digestao das amostras em bloco digesaproximadamente 320 °C. B) Destilacdo do NT por
arraste de vapor.

O volume de acido gasto durante a titulacdo &atlh na equacao seguinte para determinar
o teor de NT em percentagem:

NT =(Va—-Vb) x Fx 0,1 x0,014 x 100

P1
Onde:
NT — teor de nitrogénio total na amostra, em pdeggEm;
Va — volume da solu¢éo de &cido cloridrico gastotamcao da amostra (mL);
Vb — volume da solugéo de &cido cloridrico gasttitnlagéo do branco (mL);

F — fator de correcéo para o acido cloridrico @@l L™
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P1 — massa da amostra (em gramas).

Foi também determinado o teor de proteina brutg, (Ré&ste caso multiplicando-se o valor
de NT encontrado pelo método de Kjeldahl por umorfdée conversdo FN= 6,25 (Nogueira e Souza,
2005).

PB = NT x FN
Onde:
PB — teor de proteina bruta na amostra, em pegemta

FN -6,25

RESULTADOS E DISCUSSAO

A etapa de digestdo da amostra, avaliada nestalliglé responséavel pela eliminacdo de
interferentes da analise e obtencdo do nitrogémouma forma quimicamente estavel para sua
posterior quantificagdo. O uso da mistura cataliticacido sulfdrico proporciona a decomposigcéo
da matéria organica do tecido foliar a diéxido debono (CQ) que facilmente se desprende
conforme descrito na equacéao (1). Durante a etapkggstdo da amostra pelo método proposto por
Kjeldahl foram utilizados 10 mL de acido sulfuriegssa quantidade considerada elevada leva a
alguns problemas durante a analise. Utilizando graade quantidade de acido € necessaria uma
maior adicdo de sulfato de potassio, pois estedguapel de aumentar o ponto de ebulicdo da
amostra impedindo a volatilizacdo do acido sulfiirisso ocasiona a geracdo de maior quantidade
de residuos solidos e acidos por isso nos procatim® G2 e DG3 as quantidades de acido foram

minimizadas.

Na etapa de digestdo da amostra é dificil defin@xata equacdo quimica envolvida no
processo de decomposicdo da matéria organica @muaglsso porque a matéria organica (M.O.)
foliar € bastante complexa, dezenas de compostdgipam da sua composicdo, como por
exemplo, aminas, amidas, nitrilas entre outros.abigr a digestdo da amostra 0s compostos
nitrogenados que fazem parte da M.O. sdo converedo sulfato de amoénio (MHSQO;) como

apresentado nas equacdes de 1 a 4:

M.O. + HSQuag)t CuSQ(s) + KaSQys) = SOy + COy(g) + H20() + R-NHpaq) + RCONhyag) (1)
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H+
R-NH; @agj+ H20q) = R-OHag) + NHz(g) (2)
H+
RCONHy(aq)+ H20(@q)— R-OHag) + NHs(g) (3)
2 NHg(g) + H2SOsaqy— (NH4)2SQu(ag) (4)

Durante o processo de digestdo da amostra a sghasda de uma coloragao escura, etapa
em que ocorre a decomposicdo da matéria organigaré-2A), para verde claro obtendo-se o sal
de sulfato de aménio (Figura 2B). Conforme os tadok obtidos tanto o selénio quanto o sulfato
de cobre tiveram boa atividade como catalisadeqg orque, a digestdo da amostra foi realizada
dentro do tempo estabelecido. O catalisador basictaratua aumentando a velocidade da reacéo
de decomposicdo da matéria organica diminuindarpaeenecessario para a digestdo da amostra
(Burns, 1984; Margesin e Schinner, 2005; MartiReessmann, 2007).

(A) (B)

Figura 2. A) Amostras antes da etapa de digestgani®stra apds a etapa de digestéo.

Ao sulfato de aménio formado na etapa de digestéadicionada uma solucéo de hidréxido
de sdédio com o objetivo de tornar o meio alcaliavofecendo a formagdo da amoénia que seré

destilada na etapa seguinte conforme as equac@®s (5
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(NH4)2S04aq) + 2 NaOHaq) — 2 NHiOH(aq) + N&SQyag) (5)

NH4OHaq)— NHs(g) + H20q) (6)

Para o procedimento de Kjeldahl o uso de elevadatglade de acido sulfurico na etapa de
digestdo tornou necessario o uso de uma elevaddidp@de de hidroxido de sédio para neutralizar
0 acido presentex{5mL) e tornar o meio alcalino. Além do aumentovidume de reagentes
utilizados e maior geracéo de residuos podem acainda riscos operacionais ao analista devido a

forte reacéo exotérmica de neutralizacéo do acido.

Com o inicio da destilacdo a amoénia foi separadaapaste de vapor até ser condensada e
desprendida na solucédo indicadora de acido bé@oaforme a amoénia é destilada e coletada na
solucéo de acido borico ocorre uma mudanca deaggdlordevido a formacdo do borato de aménio

(NH4H2BO3) conforme a equacéo a seguir:

H3BOs(aq) + NHa(g) — NH4H2BOs(aq) (7)

A Ultima etapa do processo corresponde a tituldgéoorato de amonio NH»BO; (Figura
3A) com uma solucdo padrdo de acido cloridricol(@®! L%). No ponto de viragem da titulacdo a
solucéo azul torna-se laranja (Figura 3B), indicagde todo o borato de aménio formado reagiu
com a solucdo padrdo éacida adicionada. Proporcmamé quanto maior a quantidade de
nitrogénio na amostra maior sera a quantidade e atoridrico gasto na titulacdo. As reacdes

desta etapa séo descritas a seguir:

NH4HZBO3(aq)+ HCI(aq)_) H3803(aq)+ NH4CI(aq) (8)
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Figura 3. A) Solucéo indicadora apds a formagabatato de amonia)
Solugéo indicadora apés o ponto de viragem pasrdatacao de NT.

As tabelas 2 e 3 apresentam os valores médiosipdesdrao §) e coeficiente de variacao
(C,) de NT e PB referentes a seis repeticoes feita@sqama procedimento. Os resultados obtidos de
NT e PB estdo proximos do valor esperado parataraudo milho. O valor médio de NT da analise
das dez amostras utilizando o procedimento DGHéoB,4+0,9 %, para DG2 3,5+0,3 % e DG3
3,42+0,4 %. De acordo com Malavolta (2006) e Teral. (1983), valores médios de NT para a
cultura do milho sdo de aproximadamente 2,8 a 3,5C@mparando os resultados dos trés
procedimentos, os baixos valores de desvio padi@d@) e coeficiente de variagdo menor que 16%
(Tabela 2) indicam que existe boa reprodutibilidaagre os procedimentos propostos o que
confirma a robustez dos procedimentos adaptadose(®el, 1985 e Skoog al., 2007). Conforme
o critério de classificacdo do coeficiente de \@fitapara analise foliar descrito por Warrick e
Nielsen (1980) os valores de Gbtidos sao classificados como baixos para ardetacdo de NT.
Bernardiet al. (2002) classifica como alto valores dg €n torno de 27% para a determinacao de
nutrientes em tecido foliar.
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Tabela 2. Comparacdo da média dos resultados de
nitrogénio total (NT) em porcentagem (%) obtidaopel
trés métodos e valores de desvio padrédo e codfcabmn

variagao.

Amostra *DG1lyt *DG2nt *DG3yt Médiant ont CVar
1 2,7 4,0 3,7 3.4 0,7 15,2
2 2.3 3,0 3,6 2,9 0,6 16,7
3 4.4 3,5 2.9 3,6 0,7 15,1
4 3,5 3,4 3.9 3,6 0,2 15,0
5 2.8 3,5 2.6 3,4 0,6 154
6 2.7 4,0 3,6 4,0 0,7 14,3
7 4,9 3,8 3,5 31 0,7 16,0
8 2.4 3,4 3,7 3,8 1,1 144
9 52 3,2 3,2 3,2 0,2 16,0
10 3,1 3,2 3,5 35 03 151

* Valor médio de seis repeticdes realizado pareoogdimento.

Tabela 3. Comparagdo da média dos resultados deinmao
bruta (PB) em porcentagem (%) obtida pelos tréodost e
valores de desvio padréo e coeficiente de variagao.

Amostra DGlpg DG2p DG3pg Média O p CVpg

1 17,2 24,8 23,3 21,7 4,0 6,2
2 14,1 18,7 22,3 18,3 4,1 6,7
3 27,4 21,9 18,2 22,5 4,6 6,0
4 21,8 21,4 24,1 22,4 1,4 6,1
5 18,5 22,1 16,3 18,9 2,9 15,4
6 16,6 25,3 22,8 21,5 4,5 6,2
7 30,5 24 21,8 254 4,5 5,7
8 15,1 21,2 23,3 19,8 4,25 6,4
9 32 20 20,2 24,0 6,80 5,8
10 19,2 20 216 20,3 1,20 6,4

Os resultados de NT também foram avaliados utiieao teste t através da analise de
variancias ¢=0,05). O teste foi realizado com o objetivo defigar a diferenca estatistica entre as
médias dos resultados entre o procedimento padras @rocedimentos adaptados. Foram
comparados os resultados da metodologia de Kje(@Bl) e DG2 e entre Kjeldahl (DG1) e DG3.
Os resultados obtidos sdo apresentados nas Tabekss. A média das variaveis para o
procedimento DG1 foi de 3,4+1 valor muito semelbad encontrado para DG2 3,5 e DG3 3,42. O

parametro, P(T<=t) bi-caudal, para os dois casos>f0,05 indicando que de acordo com o0s

Revista de Ciéncias Ambientais, Canoas, v.10,m®:-20, 2016/ISSN 1981-8858



ESTUDO DE DIFERENTES CONDIGOES DE PREPARO DE AMOSTRA DETERMINAGAO DE
NITROGENIO TOTAL PELO METODO DE KJELDAHL

resultados ndo existe diferenca estatistica estreéias das varidveis (hipotese nula), ou seja, 0s

resultados dos métodos modificados e do métodgeldafl corroboram.

Tabela 4. Valores estatisticos obtidos
utilizandoteste t comparando os resultados de
NT obtidos entre os procedimentos DG1 e

DG2.

Parametro DG1 DG2
Média 3,40 3,5
Variancia 1,12 0,11
Observacdes 10,00 10,00
Stat t 0,28
P(T<=t) uni-caudal 0,39
t critico uni-caudal 1,79
P(T<=t) bi-caudal 0,78
t critico bi-caudal 2,20

Tabela 5. Valores estatisticos obtidos
utilizando teste t comparando os resultados
de NT obtidos entre os procedimentos DG1 e

DG3.

Parametro DG1 DG3
Média 3,40 3,42
Variancia 1,12 0,16
Observacoes 10,00 10,00
Stat t 0,05
P(T<=t) uni-caudal 0,47
t critico uni-caudal 1,78
P(T<=t) bi-caudal 0,95
t critico bi-caudal 2,17

Com base nos resultados obtidos, o uso dos trésegimentos pode ser empregado para a
determinacdo de NT, contudo, o uso do procedim&®@@ € o mais viavel. Diversos fatores
favorecem a utilizacdo deste procedimento, taisocauso de menores proporcdes de reagentes,
menor geracdo de residuos, substituicdo do sef@micsulfato de cobre como catalisador e a
diminuicdo do custo das analises. Este ultimo b&siaportante, visto que laboratdérios de analise

de rotina trabalham com um elevado numero de aasstr
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De acordo com Nogueira e Souza (2005), grande dagédaboratdrios de analise de rotina
analisa em média 900 amostras de tecido folians. O uso do procedimento DG3 em relacéo a
metodologia original gera um custo de ate 13,3 %anem relacdo ao uso de NaOH, 20% menor
em relacdo ao 50, e de até 25% menor em relacdo a massa de mistial@ica, o que pode
fornecer uma economia media mensal de até 19,5%amasses. Além disso, a quantidade de
residuos gerados durante o desenvolvimento destallio pelo procedimento DG3 foi 15% menor

em relacdo ao procedimento DG1 o que torna maisafélestinacao e tratamento dos residuos.

CONCLUSOES

Os resultados de NT obtidos mostram que os proedos propostos neste trabalho
fornecem resultados reprodutiveis em relacdo amednmento original. Os resultados mostram que
a determinacéo do teor de NT pode ser realizatizamilo um método de menor custo e de menor
geracdo de residuos DG3. Este método € o maisl\pave a quantificacdo do analito, devido a
menor proporcdo de reagentes, baixa geracdo diuossé menores custos. Este método ainda
dispensa o uso do Selénio para a decomposicao téaianarganica sendo utilizado o catalisador a

base de sulfato de cobre.
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