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Foi utilizado 0 método
Kjeldahl/indofenol para determinagdo
de Nwta em trés materiais de
referéncia certificados de solo, NCS
DC 73319, 73321 e 73326. O método
do indofenol para a determinagéo de
NH¢ se baseia na formagdo de um
composto azul intenso, resultante da
reagdo do ion aménio com um
composto fendlico na presenga de
um oxidante e um catalisador. O
método  geralmente  apresenta
valores altos e variaveis de branco.
Portanto, foi proposta a utilizagdo de
um banho termostatizado, contendo
agua Milli-Q, para estabilizar a
temperatura do condensador e
fornecer agua isenta de
contaminagdo para a caldeira do

1.INTRODUGAO

destilador. A melhoria experimental
diminuiu os valores de branco em
cerca  de 73%, reduzindo
consequéntemente o limite de
detecgdo (65%). O conhecimento da
estabilidade do indofenol torna o
método  flexivel,  particularmente
quando um grande ndmero de
amostras deve ser analisado. A
solugdo  de  nitroprussiato-fenol
apresentou estabilidade de até pelo
menos 29 dias, reduzindo o tempo de
trabalho e o consumo dos reagentes.
Os resultados mostraram  boa
precisdo (RSD < 8%) e néo
apresentaram diferenga significativa
dos valores certificados de  Niotal,
quando aplicado o teste t-pareado,
para um nivel de confianga de 95%.

A determinagdo de nitrogénio total (Nwta) em solos e outros materiais
heterogéneos complexos contendo varias formas de nitrogénio apresenta
muitas dificuldades, sendo maiores com solos, devido ao desconhecimento



das formas de nitrogénio presentes na amostra. A concentragao de Niotal €M
solos varia de < 0,02% em sub-solos a > 2,5% em turfas (BREMNER 1965).

O método Kjeldahl tem sido utilizado desde 1883 para a determinagéo de
Now em diferentes materiais (YASUHARA e NOKIHARA 2001). E baseado
na conversdo do N a ion aménio (NHs*) por digestdo da amostra com acido
sulfurico concentrado, contendo catalisadores que aceleram a oxidagdo da
matéria organica. O NH4* € entdo convertido, em meio basico, a NHs, que é
recolhida em meio acido, e transformada em NH4* (BREMNER 1965).

O ion NH4* tem sido determinado por diferentes métodos, sendo que os mais
utilizados s&o os métodos espectrofotométricos: método do indofenol (reagéo
de Berthelot), procedimento de difuséo de gas/indicador &cido-base e do
reagente de Nessler. O método colorimétrico de Berthelot, geralmente
apresenta valores altos e varidveis de branco, e na faixa de concentragdo
micromolar, a precisdo é raramente melhor que cerca de 10% (PATTON e
CROUCH 1977). Outros métodos também utilizados s&o a ftitrimetria e
eletrodo ion seletivo (VAN STADEN e TALJAARD 1997). Para andlise de
solos é geralmente utilizado o método titrimétrico (BREMNER 1965,
EMBRAPA 1999).

O método do indofenol para a determinagdo de NH4* se baseia na formagao
do composto azul intenso de indofenol, resultante da reagéo do ion aménio
com compostos fendlicos na presenca de um agente oxidante. Os reagentes
oxidantes utilizados foram: hipoclorito (SCHEINER 1976, VERDOUW et al.
1977, VAN STADEN e TALJAARD 1997, KEMPERS e KOK 1989) e dicloro
isocianato de sodio (DCIC) (Mc LEOD 1992). Os compostos fendlicos
utilizados foram: fenol (SCHEINER 1976, VAN STADEN e TALJAARD 1997),
o-fenilfenol (KANDA 1995) e o salicilato (VERDOUW et al. 1977, KEMPERS
e KOK 1989, Mc LEOD 1992). Foram utilizados diferentes catalisadores,
principalmente o nitroprussiato de sodio (SCHEINER 1976, VERDOUW et al.
1977, KEMPERS e KOK 1989, KANDA 1995, STANDARD METHODS 1998)
e o ferrocianeto de potassio (VERDOUW et al. 1977). Apesar do mecanismo
da reag&o ndo ser conhecido em detalhes, geralmente a reagdo pode ser
assim representada, quando sdo utilizados o fenol e o hipoclorito
(SCHEINER 1976, VERDOUW et al. 1977):

NH3+2@—0' +3C10 — D—@—N=®=O+ 2H,0 + OH + 3CI



Foi observado que o mecanismo da reacdo de formagdo do indofenol é
dependente da luz, temperatura, catalisador e pH. Foram obtidos bons
resultados, quando o método foi aplicado a andlise de aguas, utilizando luz
UV durante o desenvolvimento da cor, na presenca do catalisador
ferrocianeto de potassio. Contudo, alguns pesquisadores observaram que o
desenvolvimento da reagdo no escuro elimina as interferéncias induzidas
pela luz, utilizando nitroprussiato como catalisador. Alguns autores preferiram
a utilizagdo de ferrocianeto de potassio a nitroprussiato de sddio, devido a
maior estabilidade da cor , tanto na luz quanto no escuro. O aumento da
temperatura afetou a velocidade de formagdo do indofenol, mas n&o
influenciou o comprimento de onda de méxima absorg¢do (VERDOUW et al.
1977).

O método do indofenoal, utilizando a solugéo de nitroprussiato- fenol tem sido
estudado e aplicado para andlise de aguas de superficie e subterranea
(FEEMA 1983), aguas (VAN STADEN e TALJAARD 1997), aguas doces
(VERDOUW et al. 1977, SCHEINER 1976), aguas de despejo (SCHEINER
1976), efluentes industriais (VAN STADEN e TALJAARD 1997, FEEMA 1983)
e agua do mar (KANDA 1995). Para analise de solos e plantas foi empregado
0 método do indofenoal, utilizando nitroprussiato-salicilato € como oxidante,
DCIC (Mc LEOD 1992), sendo que a faixa de detecgéo foi de 5 -100 mg L-'N-
NH4*. Na literatura ndo foi encontrada aplicagdo do método do indofenol,
utilizando nitroprussiato-fenol e o agente oxidante hipoclorito, para anélise de
solos.

Para maior exatiddo do método do indofenol, sdo recomendados alguns
procedimentos, quais sejam: a) todos os reagentes devem estar a
temperatura ambiente; (b) as solu¢des-amostra devem ser protegidas da luz,
caso as absorvancias sejam lidas no dia seguinte ao do desenvolvimento da
cor; (c) estocar o reagente nitroprussiato-fenol em um frasco de vidro &mbar
e refrigerado, devido ao escurecimento do reagente com o tempo,
especialmente quando é exposto diretamente a luz solar; (d) preparar o
reagente nitroprussiato-fenol a cada 3 semanas e (e) testar, antes do uso, 0
reagente nitroprussiato-fenol, preparado ha 2 semanas, com pelo menos um
padréo (SCHEINER 1976).



2. OBJETIVO

O trabalho é uma continuagdo daquele apresentado por Ferreira et al.
(2004), e teve como objetivo implementar e otimizar o método do indofenol,
utilizando nitroprussiato-fenol e hipoclorito de sédio, para a determinagéo de
nitrogénio Kjeldahl total em amostras de referéncia certificadas de solo. Foi
proposta uma modificagdo para diminuir os valores do branco e do limite de
deteccdo do método. As estabilidades do reagente nitroprussiato-fenol e da
cor do indofenol foram estudadas.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. INSTRUMENTAL

Para a digestdo das amostras foi utilizado um bloco igestor TE-008/25 com
capacidade para 8 provas micro, fornecido pela Tecnal (Piracicaba-SP,
Brasil). Foi construido um sistema de vidro pyrex e utiizado véacuo para
sucgdo do SOs, produzido durante a digestdo das amostras.

Para a destilacdo da aménia foi utilizado um destilador modelo TE 036/1
Tecnal. Um banho ultratermostato Nova Etica, contendo agua Milli-Q foi
acoplado ao destilador.

Foi utilizado um espectrofotémetro Perkin-Elmer Lambda 12/1.0 nm (1.3) UV-
Vis, celas de 1 cm de caminho 6ptico, para medidas de absorvancia no
comprimento de onda de 630 nm, para as determinagdes da espécie N-NH4*.

3.2. REAGENTES, SOLUGOES E AMOSTRAS

Todas as solugdes foram preparadas utilizando reagentes de grau analitico
(P.A.). Agua destilada e deionizada foi purificada em um sistema Milli-Q.
Foram utilizados &cido sulfdrico e hidroxido de sodio, fornecidos pela Vetec
Quimica Fina Ltda.; sulfato de cobre, sulfato de potassio, cloreto de aménio,
fenol e nitroprussiato de sédio fornecidos pela Merck; hipoclorito de sodio da
Isofar. Foram utilizados trés materiais de referéncia certificados de solo, NCS
DC 73319, 73321 e 73326. Foram preparadas as seguintes solugdes padrdo
para a construgéo da curva analitica:



Solugdo - padrdo estoque de aménio 100 mg L' N-NH4*: dissolveram-se
0,382 g de NH4CI anidro, previamente seco a 100°C, em agua e diluiu-se
para 1000 mL.

Solugdo - padréo intermediaria de aménio 10 mg L-" N-NH4*: foram pipetados
5 mL da solugdo estoque de aménia e diluidos para 50 mL com agua em
baldo volumétrico. A solugao foi utilizada logo ap6s o seu preparo.

Solugbes - padrdo de aménio 0,1 a 0,5 mg L' N-NH4*: foram preparadas
solugdes - padrao com concentragdes finais de N na faixa e 0,1 a 0,5 mg L
em HSOs4 0,036 mmol L, diluindo-se adequadamente o padrao
intermediario. Quando as solugdes - padréo foram submetidas as etapas de
digestéo e destilagéo, foram utilizadas massas iniciais de NH4Cl contendo 5 a
25 ng N. As solugdes foram usadas logo apds a sua preparagao.

Na etapa de digestédo foram utilizadas as seguintes misturas:

Mistura de digestéo: sulfato de potassio e sulfato de cobre foram misturados
na proporgao de 3:1 (em massa) e triturados num gral de agata.

Mistura acida digestora: a solu¢do foi preparada misturando-se 10 g da
mistura de digest&o, 100 mL de &gua e 100 mL de H2SO4 concentrado.

Para a etapa de destilagao foram utilizadas as seguintes solugdes:

Solugdo de hidréxido de sédio 10 mol L-'; foram pesados 400 g de NaOH e
dissolvidos em agua. A solugao foi avolumada com agua a 1000 mL.

Solugdo de &cido sulfirico 0,9 mmol L-': adicionaram-se 25 mL de H2SO4
concentrado em cerca de 500 mL de agua. Apds arrefecimento da solucéo a
temperatura ambiente, avolumou-se com &gua para 1000 mL. Pipetaram-se 2
mL desta solug&o e diluiu-se novamente com agua para 1000 mL.

Para a reagao colorimétrica foram utilizadas as seguintes solugdes:

Solugéo de fenol e nitroprussiato de soédio - foram pesados 5 g de fenol e
0,025 g de nitroprussiato de sodio, dissolvidos em agua e misturados. O
volume da solugéo foi completado com &gua a 100 mL.

Solugéo de hipoclorito de sédio e hidroxido de sédio - foram dissolvidos 2,5 ¢
de NaOH em um pouco de agua e misturados com uma solugdo de
hipoclorito de s6dio contendo aproximadamente 0,21% de cloro ativo. A
solugdo foi avolumada para 100 mL com &gua.Todo o material de vidro foi
mantido em solugdo de Detertec (Vetec), faixa neutra, 5%v/v por 24h, e em
seguida, em solugdo de H2S04 10%v/v por 24 h. O material foi entdo lavado
varias vezes com agua deionizada.



3.1PROCEDIMENTO

O procedimento de digestao, destilagdo e determinagao espectrofotométrica
do NH4* pelo método do indofenol foi idéntico aquele utilizado por Ferreira et
al.(2004).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estabilidade do reagente de nitroprussiato-fenol

Foi estudada a estabilidade do reagente nitroprussiato-fenol através da
preparagdo diaria do complexo de indofenol em solugdes-padréo de NH4Cl
em H2S04 0,036 mmol L, contendo 0,1, 0,3 e 0,5 mg L' de N-NHs*, de
acordo com o procedimento descrito por Ferreira et al.(2004). O reagente
nitroprussiato-fenol foi estocado em recipiente de vidro, recoberto com papel
de aluminio, para evitar a incidéncia da luz, e mantido em refrigerador (4°C).
O reagente foi utilizado apos arrefecimento a temperatura ambiente. Todos
os dados sao estatisticamente equivalentes de acordo com os resultados do
teste t-pareado para um nivel de confianca de 95%. N&o ha diferenga
significativa entre os cinco primeiros e os cinco Ultimos resultados em todas
as concentragdes estudadas, indicando que o reagente permaneceu estavel
até pelo menos 29 dias.(Figura 1).

4.1 Estabilidade da cor do composto de indofenol em diferentes
concentracdes de N-NH."

O composto de indofenol foi desenvolvido em solugdes-padrdo de NH4Cl em
H2S04 0,036 mmol L', contendo 0,1, 0,3 e 0,5 mgL-' de N-NH4*, de acordo
com o procedimento descrito por Ferreira et al.(2004). As medidas de
absorvancia das solugdes foram subtraidas do branco. As solugdes coloridas
foram mantidas em baldes volumétricos de vidro transparente e a
temperatura de cerca de 4 °C, em refrigerador. As soluces foram arrefecidas
a temperatura ambiente antes das medidas de absorvancia. A Figura 2
apresenta o efeito do tempo na estabilidade do complexo do indofenol.
Recuperagdes de 100% foram consideradas para as medidas realizadas
apés 30 min do desenvolvimento da cor. A cor foi considerada estavel para
recuperagdes >90%. Considerando os resultados do teste t-pareado(P=0,05),
as solugdes permaneceram estaveis até 8 dias, com excegdo da solu¢do
mais concentrada, que se manteve estavel por apenas 48 horas.



Figura 1.
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4.2. Resultados analiticos

Solugbes padrdo de NH4Cl foram submetidas as etapas de digestéo,
destilagao e determinagéo pelo método do indofenol para determinagao das
caracteristicas analiticas do método (Tabela 1). Durante o estudo foram
observados valores altos de branco (absorvancia de 0,112 + 0,008). Sendo
assim, foi proposta a utilizagdo de um banho termostatizado contendo agua
milli-Q com a finalidade de: (a) estabilizar a temperatura do condensador do
destilador, garantindo a condensacéo total da aménia, e (b) fornecer agua
para caldeira, isenta de contaminag&o, para a diminuicdo do branco. Os
valores do branco e do limite de detecgao foram diminuidos em cerca de 73 e
65 %, respectivamente, e foi verificada a obediéncia a lei de Beer na faixa de
concentragao testadas de 0,1 a 0,5 mg L-' de N-NH4+ (R2 = 0,9974 + 0,0009)

As concentragdes de nitrogénio Kjeldahl total (NKT), com os desvios-padrao,
das amostras certificadas de solo sdo apresentadas na Tabela 2. Todos os
resultados de NKT n&o apresentam diferenca significativa dos valores
certificados de nitrogénio total, validando o método. O método também
apresenta boa preciso (RSD < 8%).

Tabela 1. Caracteristicas analiticas do método do indofenol

Absortividade molar (L.mol.cm-') (n=4) (2,3 +0,2)x 10*
Coeficiente de correlagéo (Rz) (n=3) 0,9974 + 0,0009
Limite de deteccéo ( mg L' N-NH,") sem banho termostatizado 0,089
Limite de detecgéo ( mg L' N-NH,") com banho termostatizado 0,031
Faixa de concentragéo da curva de calibragdo( mg L' N-NH,") 0,1-05

Medida de absorvancia do branco (n=10) sem banho termostatizado 0,112 + 0,008
Medida de absorvancia do branco (n=10) com banho termostatizado 0,030 + 0,006




Tabela 2. Resultados da determinagdo de NKT em amostras
certificadas de solos pelo método do indofenol

Amostra NKT (ng g”) Valor certificado de N (ny g”)
73319 1846 + 17 (3) 1870 + 54
73321 626 + 21 (4) 640 + 40
73326 400 + 32 (8) 370 +43

Entre parénteses, o nimero de determinagdes

5. CONCLUSOES

A utilizacdo de um banho termostatizado, contendo &agua Mill-Q para
alimentar a caldeira do destilador para o arraste da aménia diminuiu os
valores de branco e do limite de detecgdo em cerca de 73 e 65 %,
respectivamente.

As solucdes-padrao contendo 0 composto indofenol em concentragdes de 0,1
e 0,3 mg L' de N-NH4* podem ser estocadas, a 4 °C, por 8 dias, permitindo
flexibilizar o procedimento, particularmente quando é analisado um grande
nimero de amostras. Ja a solugdo-padréo de 0,5 mg L' N-NH4* pode ser
estocada por apenas 48 horas. O reagente nitroprussiato-fenol pode ser
estocado em frasco escuro a 4 °C por pelo menos 30 dias, sem perda de
sensibilidade analitica.

Todos os resultados de NKT n&o apresentam diferenga significativa dos
valores certificados de N total, validando o método.

O método apresentou boa preciséo (RSD £ 8%).
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