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O método micro Kijeldahl / indofenol foi implementado para determinagéo de nitrogénio total em amostras de
rocha petrolifera e de solo, utilizando sistemas de digestdo e de destilagdo por arraste de vapor. Foram
realizados estudos da recuperacdo de NH; nas etapas de digestdo e destilagdo e da influéncia do Se como
catalisador na digestdo das amostras. Os resultados obtidos indicaram que o método do indofenol é adequado
para a determinacdo de N keldanl total, € NA0 ha necessidade da utilizagdo do catalisador de Se na etapa de

digestéo das amostras testadas.

1. Introdugéo

1.1. Métodos utilizados para determinagéo de Nitrogénio Total

Os métodos mais utilizados para a determinagdo de nitrogénio total sdo: (a) o método Kjeldahl, que é
essencialmente um procedimento de oxida¢do umida e (b) o método de Dumas, que é basicamente uma técnica

de oxidagao seca (combustdo) (Keeney & Bremner, 1967).

O método Kjeldahl para determinagéo de nitrogénio Kjeldahl total (NKT) tem sido utilizado desde 1883 (Yasuhara
& Nokihara, 2001). Apresenta como principal vantagem o uso de uma aparelhagem extremamente simples e
pouco onerosa. De acordo com Bremner (1965) e Keeney & Bremner (1967), o método classico Kjeldahl é
satisfatério para a analise de Nyt para a maioria dos compostos nitrogenados que ocorrem nos solos e plantas.

Entretanto, ndo apresenta resultados satisfatérios quando estdo presentes compostos com ligagdes N-N e N-O.

1.2. Método Kjeldanhl

O método classico Kjeldahl compreende duas etapas: (1) digestdo da amostra para converter Nog. @ ion aménio
(N-NH4*) e (2) determinacdo do N-NH4* no digerido, apos destilagdo com alcali. O sulfato de aménio resultante
da digestdo é aquecido com uma base, desprendendo aménia (NHs), € a reagdo pode ser representada pela
equacdo; NHs + OH- < NH; + H,0. A aménia ¢ entdo recolhida em uma solucgdo acida, e a espécie N-NH4*
determinada por colorimetria, eletrodo ion seletivo ou titulagdo com solugdo padrdo acida (Bremner, 1965;
Yasuhara & Nokihara, 2001).
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1.3. Digestao da amostra pelo Método Kjeldahl

Na etapa de digestdo do método classico Kjeldahl, a amostra é aquecida com acido sulfdrico. S&o utilizados sais
(K2SO4 0u Na,S0O4) para aumentar a temperatura de ebuligdo do H.SOs, e catalisadores, tais como Se, Hg ou Cu

que promovem um aumento da velocidade de oxidagéo da matéria organica (Bremner, 1965).
1.4. Determinagéo da espécie N-NH4* por colorimetria

O ion NH4* tem sido determinado por diferentes métodos, sendo que os mais utilizados sdo os métodos
espectrofotométricos: método do indofenol (reagdo de Berthelot), procedimento de difuséo de gas/ indicador
acido-base e do reagente de Nessler (Van Standen & Taljaard, 1997). Para andlise de solos é geralmente
utilizado o método titrimétrico (Bremner, 1965). O método do indofenol se baseia na formagdo do composto azul
intenso de indofenol, resultante da reacdo da aménia com um composto fendlico na presenga de um agente
oxidante e catalisador (FEEMA, 1983).

2. Objetivo

Esse trabalho tem como objetivo implementar o método micro Kjeldahl/ indofenol, utilizando sistemas de
digestao e de destilagdo por arraste de vapor para determinagdo de NKT em amostras de rocha petrolifera e de

solo.

3. Materiais e Métodos

3.1. Instrumental

Para a digestdo das amostras foi utilizado um bloco digestor modelo TE-008/25 Tecnal com capacidade para 8
provas micro. Foi construido um sistema de vidro pyrex e utilizado vacuo para sucgéo do SOs, produzido durante
a digestdo das amostras. Para a destilagdo do NH3 foi utilizado um destilador modelo TE 036/1 Tecnal, semi-

automatico.

Para as determinagdes da espécie N-NH,* foi utilizado um espectrofotémetro Agilent UV-Vis.

3.2. Reagentes, Solugdes e Amostras

Foram utilizados acido sulfurico e hidroxido de sddio da Vetec.; sulfato de cobre, sulfato de potassio, cloreto de
amonio, fenol e nitroprussiato de sédio da Merck; hipoclorito de sédio da Isofar. Foram utilizados trés materiais
de referéncia certificados de solo, NCS DC 73319, 73321, 73326, da China National Analysis Center for Iron and

Steel (Beijing - China). Foram analisadas duas amostras de arenito 7 e 9.
Foram preparadas as solugdes - padrdo para a construgéo da curva analitica:

e Solugdo - padrdo de aménio 100 mg L N-NH4*: dissolveram-se 0,382 g de NH4Cl anidro, previamente seco

a 100°C, em &gua e diluiu-se para 1000 mL.
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e Solugdo - padrdo de aménio 10 mg L' N-NH,*: foram pipetados 5 mL da solugdo estoque de aménio e
diluidos para 50 mL com &gua em baldo volumétrico. A solu¢do foi utilizada imediatamente apds a sua

preparagao.

e Solugbes - padrdo de amébnio 0,1 a 0,5 mg L' N-NH4: foram preparadas solugbes - padrdo com
concentragdes finais de N na faixa de 0,1 a 0,5 mg L' em H,SO, 0,036 mmol L, diluindo-se adequadamente os

padrdes intermediarios. A solucdo foi utilizada imediatamente apds a sua preparagéo.
Na etapa de digestao foram utilizadas as seguintes misturas:

e Mistura de digestéo A: sulfato de potassio e sulfato de cobre foram misturados na propor¢éo de 3:1 (em

massa) e friturados num gral de agata.

e  Mistura 4cida digestora A: a solugdo foi preparada misturando-se 10 g da mistura de digestdo A, 100 mL de

agua e 100 mL de H.SO4 concentrado.

e Mistura de digestdo B: foram misturados 100 g de sulfato de potassio, 10 g de sulfato de cobre e 1g de Se,

previamente triturados em gral de &gata separadamente. A mistura foi homogeneizada em grau de agata.
Para a etapa de destilagéo foram utilizadas as solugdes de:

o Solugdo de hidroxido de sddio 10 mol L; foram pesados 400 g de NaOH e dissolvidos em agua. A solugao

foi avolumada com agua a 1000 mL.

o Solugdo de acido sulfirico 0,9 mmol L': adicionaram-se 25 mL de H,SO, concentrado em cerca de 500 mL
de agua. Apos arrefecimento da solu¢do a temperatura ambiente, completou-se o volume com agua para 1000

mL. Pipetaram-se 2 mL desta solug&o e diluiu-se com &gua para 1000 mL.
Para a reacéo colorimétrica foram utilizadas as seguintes solugdes:

o Solugdo de fenol e nitroprussiato de sodio - foram pesados 5 g de fenol e 0,025 g de nitroprussiato de sodio,

dissolvidos em &gua e misturados. O volume da solugdo foi completado com agua a 100 mL.

e Solugdo de hipoclorito de sédio e hidréxido de sédio - foram dissolvidos 2,5 g de NaOH em um pouco de
agua e misturados com uma solugéo de hipoclorito de sddio contendo aproximadamente 0,21% de cloro ativo. A

solucao foi avolumada para 100 mL com agua.
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3.3. Métodos

3.3.1. Pré-tratamento das amostras de rocha petrolifera contendo petréleo (amostras 7 E 9)

200g amostra

500 mL n-hexano

l Tampar bécher, agitar manual e ocasionalmente por 2h. Filtrar.

| Repetir 4x, usando 300mL de n-hexano |

Secar ao ar (12 h).

\ 4
| Pulverizar (peneira 150 mesh) |

Figura 1. Procedimento para o pré-tratamento das amostras de rocha petrolifera contendo petréleo.

3.3.2. Determinag&o de NKT

A determinagdo de NKT pelo método micro Kjeldahl foi realizada na auséncia de Se (procedimento A) e na

presenca de Se (procedimento B) na etapa de digestio das amostras (Figura 2).

1
Digestio 0,29 amostra 0,29 amostra

| 5mL mistura digestora A | 2mL H.0/ mg N

+ agitacdo/ repouso 30 min.

1,1g mistura digestora B + 3mL H2SO; conc.

Agitagdo do tubo, aquecimento 150°C (1h), aquecimento 400°C (2h).

Arrefecimento da amostra & temperatura ambiente.

Destilagéo da 20mL de 4gua

amoénia
Conectar o tubo ao destilador Kjeldahl.
| 10mL NaOH 10 mol L |
Ligar aquecimento da caldeira, que ja foi
W previamente aquecida até ebulicgo.
t~4 min.
| Recolhimento do destilado em 20mL de H2S040,9 mmol L
Determinagéo Transferir o destilado para baldo volumétrico de 50 mL.
espectrofotométrica Retirar uma aliquota de 2,5mL e transferir para baldo
da aménia v volumétrico de 25mL.

2,0mL nitroprussiato de sddio + fenol
+2,0mL NaClO + NaOH

* Avolumar, homogeinizar, deixar em repouso por 30 min.

Determinacao espectrofotométrica ( A = 630 nm)

Figura 2. Procedimento para a determinagdo de NKT pelo método micro Kjeldahl/ indofenol.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Estudo de recuperagao de NH; ap6s as etapas de digestéo e destilagao para determinagdo de NKT

O estudo de recuperacéo de NHs apos as etapas de digestdo efou destilagdo foi realizado utilizando solugbes-
padrdo de NH4Cl, nas concentracdes finais de 0,1; 0,2; 0,4 e 0,5 mg L' N-NHs*em HySO4 0,036 mM. Foram
utilizadas trés condigdes: (a) solugdes de NH4Cl submetidas as etapas de digestédo e destilagdo (b) solugdes de
NH4Cl submetidas a etapa de destilagdo e (c) solugdes de NHiCl ndo submetidas as etapas de digestdo e
destilagdo. Recuperacbes de100% foram consideradas para as medidas de absorvancia obtidas com as
solugdes-padrao nao submetidas as etapas de digestdo e destilagdo. Foram realizadas 3 replicatas de cada
determinagdo. Todas as recuperagdes obtidas variaram de 100 a 110 %, indicando que ndo ha perdas de NHs
durante as etapas de digestao e destilagéo.

Tabela 1. Recuperagao de NHs de solugbes-padrao de NH4Cl apés as etapas
de digestao e destilacdo pelo Método NKT (n=3)

Concentracdo de N-NH; Medidas de absorvancia* Recuperagéo de N-NH; (%)
(mg I_'1) na solugéo final  SDI e SDE CDE CDEeCDI CDE CDEeCDI
0,1 0,15+0,01 0,16+0,02 0,16+0,04 110 108
0,2 0,32+£0,01 0,32+£0,02 0,33+0,01 102 105
0,4 0,62+0,02 0,62+0,02 0,62+0,02 100 100
05 0,78+0,01 0,80+0,01 0,81+0,02 102 103
*As medidas de absorvancia foram subtraidas das absorvancias das solugdes-branco
SDI- sem digestao CDI-com digestéo
SDE sem destilagéo CDE- com destilacéo

4.2. Estudo da influéncia do se na determinagéo de NKT

Os resultados de NKT obtidos pelo método micro Kjeldahl, adicionando-se ou néo o catalisador Se na etapa de
digestao das amostras, ndo apresentaram diferenga significativa, quando foi aplicado o teste t-pareado, para um
nivel de confianca de 95%. Também, considerando os resultados do teste F, pode-se afirmar que ambos os

procedimentos sdo igualmente precisos, conforme sera mostrado na Tabela 2.

4.3. Determinagao de N toraL pelo procedimento de KIELDAHL

Os resultados de NKT das amostras certificadas NCS DC 73319, 73321 e 73326 ndo apresentaram diferenga

significativa dos valores certificados de Nital. O método utilizado apresentou boa precisé@o (RSD < 8%).

Tabela 2. Concentragdo de NKT determinado pelo método micro Kjeldahl, em ug g,
com seus respectivos desvios-padréo.

Amostra Concentragao de N " Valor certificado
Semselénio  Com selénio de Ny,
7 647+13(5) 670+13(5)
9 179+10(4) 156 +14 (3)
73319 1846 +.17(3) nd. 1870 + 54
73321 626 +21(4) 629 +24 (4) 640 + 40
73326 400 + 32 (8) nd. 370+ 43

Os valores entre parénteses se referem aon  °de determinagdes

n.d. - ndo determinado
* <150 mesh
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5. Conclusdes
o As determinagdes de NKT nas amostras de rocha petrolifera podem ser realizadas sem adi¢do de Se, um

elemento tdxico ao meio ambiente.

o As amostras de rocha petrolifera 7 e 9 apresentaram concentragdes de N determinadas pelo método

Kjeldahl, de 647 e 179 ug g, respectivamente.
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