METODO COLORIMETRICO
PARA A DETERMINACAO DE NITROGENIO EM PLANTAS!'

SEBASTIAO A. DE OLIVEIRA *

RESUMO - E apresentado um procedimento para a determinaciio colorimétrica de nitrogénio
nas plantas, pela adaptacio do método de Lindner (1944). Foram estudados o efeito do compri-
mento de onda, a influéncia do tempo de reacdio e do pH, interferéncia de alguns c4tions, e o in-
tervalo de concentracdo ideal para a determinagdo de nitrogénio. Os resultados apresen-
taram um baixo coeficiente de variagao, nio diferindo, praticamente, daqueles obtidos por
destilagdio com Kjeldahl. Concluiu-se, entdo, que o nitrogénio das plantas pede ser determinado
colorimetricamente em an4lise de rotina, com o procedimento seguido neste trabalho.

Termos para indexacdo: analise de plantas, nutricdo vegetal.

COLORIMETRIC METHOD FOR DETERMINING
FLANT NITROGEN

ABSTRACT - A fairly rapid and precise procedure for colorimetric determination of nitrogen in plant
material is described. The effect of the wave length, the influenca of reaction time and of pH, the
interference of some cations, as well as the optimum concentration interval for nitrogen determina-
tion were discussed. The results showed a low coefficient of variation and are in good agreement

with those obtained by Kjeldahi digestion and distillation method. It was concluded that the plant
nitrogen can be regularly determined by the colorimetric method. . :

Index terms: plant leaf analysis, plant nutrition.

INTRODUGAOD

O método oficial para determinacfo de nitrogénio
se baseia na destilagiio da amdnia em meio alealino,
utilizando o aparelho de Kjeldahl (Association of
Official Analytical Chemists 1975).

'Tratd-se, entretanto, de um método um tanto mo-
roso, que envolve varias etapas, equipamentos e
reativos, e assim, ocasiona uma maior fonte de erros,
especialmente nas determinacdes de nitrogénio,
quando presente em pequenas quantidades.

Lindner (1944) propés um métedo para a de-
terminac¢do colorimétrica de nitrogénio em plan-
tas, mediante a reacio de amodnia com o reativo de
Nessler (Alexeyev 1967).

Mais recentemente, Mitchell (1972} elaborou um
método para a microdeterminacio de nitrogénio em
material vegetal, baseando-se na reaciio de amdnia
com fenol e hipoclorito de s6dio em meio alcalinoens
presenca de nitroprussiato de sodio.

O presente trabalho tem por objetivo estudar o
método proposto por Lindner (1944), com ¢ intuito de
empregd-lo em anilises de rotina para a deter-
minacéio de nitrogénio em plantas.
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MATERIAL E METODOS
Reagentes

Solugdo 350 pg N/ml: pesar 1,652 g de sulfato de
ambnia pa, € wansferir para balio volumétrico de 1.000
ml. Adicionar dgua até dissolver o sal e em seguida 1 ml
de colofdrmio como substincia preventiva (Jckson
1976). Completar o volume e guardar em frasco escuro
na geladeira.

Solugio de trabalho 00; 17,5 e 350 uN/mi:
preparadas a partir da solugiio concentrada e acidificada
a pH 1,2. O "branco” se prepara acidificando-se dgua
destilada até o pH acima mencionado, com dcido sul-
firico concentrado. Guardar em frasco escuro.

Solugdo NaOH - 2,5 N

Solugio de metassilicarn de sddio (Na:SiQs) a
10%.; deixar em repouso por uma noite e filerar, utli-
zando papel de filero de filtragem semilenta. Este rea-
gente tem a finalidade de evitar a turbidez.

" Solugdo mista NaOH/Na:5i0:  (1:1):
partes iguais das sulugdes anteriores,

misturat

Reativo de Nessler: pesar 43,3 g de Hgl e trans-
ferir para balio volumétrico 1.000 ml. Dissolver o sal
em dgua, adicionar 349 g de Kl e 112 g de KOH, agitar
bem ¢ completar o volume. Deixar em repouso por trés
dias, e transferir o sobrenadante para um frasco es-
curo. Este reativo assim preparado tem a grande vanta-
gem de ser estivel por virios anos (Vanselow 1940).

Solugio 250 pg Al''/ml
Solugio 250 ug Fe"'/ml
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Solugdo 250 pg Zn'Y/ml
Solugio 500 ug Mn'?/ml
Solugio 100 ug Mg'*/ml

Solugdes 0,5 pg Al’/ml, 05 ug Fg”/ml, 05 ug
Zn'?/ml, 1,0 pg Mn"*/ml e 1,0 ug Mg"*/ml, prepara-
das a partir das solugGes concentradas.

Digestio do Material Vegetal

Pesar 0,1 g do material vegetal, transferic para um
frasco de digestio de 50 ml e adicionar 2 ml de icido
sulfirico concentrado. Apds 15 minutos de repouso,
colocar na chapa de aquecimento, e elevar lenta-
mente até, aproximadamente, 300°C. Com o apare-
cimento de uma nuvem densa de fumaga, retirar o
frasco, esfriar ¢ adicionar 0,5 ml de dgua oxigenada
30%% (100 volumes). Aquecer novarente até o extrato
ficar incolor, passando em seguida para uma colora-
¢do escura. Retirar, esfriar e adicionar cinco gotas
de dgua oxigenada concentrada. Digerir até cbeer
uma coloragio clara definitiva, CUIDADO: a adi-
¢do de dgua oxigenada em excesso poderd ocasionar
a oxidacio de partes do {on amdnio a nitrito efou
nitrato. ApGs a digestio filtrar e completar o
volume a 100 ml. O extrato assim obtido apresenta um
pH variando de 1,02 1,2,

Comprimento de onda.

Mediu-se absorbincia do reativo de Nessler e do
complexo para uma concentragio de 4,0 ug N/ml,
apds 30 minutos, variando o comprimento de onda
de 480 a 410 nm, utilizando-se um espectrofotbmetro
Carls Zeiss € cubetas de 1 em.

Infludncia do tempo no desenvolvimento da coloragdo
do complexo

Mediu-se a absorbincia para uma solugio de 1,75
sg/N ml, nos diferentes tempos de reagio, para um
comprimento de onda de 440 nm.

influéncia do pH na absorbancia

Adicionaram-se 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; ¢ 20 ml de
NaOH 2,5 N, a uma solugio de conceneragio 3,5 ug
N/ml, e o pH foi medido apds completada a reagio.

Interferdncia de diversos cations

Em fungio das concentragbes do aluminio
(Fulani et al. 1977), ferro, zinco; manganés e magné-
sio (Hewitt & Smith 1974) adicionaram-se quantida-
des crescentes destes ions a uma solugdo de 1,75 ug
N/ml.

Influéncia da concentrag@o de nitrogénio na absor-
bancia.

Mediu-se a absorbincia para as concentragdes de
0,0; 1,0; 2,0; 3,0 ug N/ml.
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Curva padrdo

Para baldes volumérricos de 30 ml, pipetar nd seguinte
ordem: 3 ml de cada solugio de trabalho de nitrogénio,
25 ml de dgua destilada, 2 m] da mistura NaOH/Na:SiOs,
agitar e adicionar 1 ml do reativo de Nessler. Agitar, com-
pletar o volume e apds quinze minutos-fazer a leitura a
440 nm,

Na determinagio do nitrogénio  no material vegetal,
pipetar 5 ml do filerado e seguir o procedimento da curva
padrio. '

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 encontram-se os valores de absorbén-
cia obtidos com oreativo de Nessler e o complexo para
diferentes comprimentos de onda.

Como se pode cbservar, para um comprimento de
onda de 440 nm, aabsorbidnciadoreativode Nessler é
nula,“ao passo que o complexo absorve dentro do
intervalo de 0,20 a 0,70, no qual se obtém um erro
minimo e sensivelmente constante (Willard et al.
1965), para um grau de incerteza de 0,2%.

Este valor de comprimento de onda se encontra
bem préoximo de usade por Catani et al. (1969), o qual
foi de 430 nm, mas discorda do valor recomendado por
Lindner (1944), que era a utihza¢io de um filtro azul
(465-487 nm) {Ewing 1972), e de Braga (1980), que,
para a determinac¢io do ion amdnio no solo, reco-
menda fazer a leitura a 410 nm.

Na Tabela 2, encontram-se os valores de absorbdn-
cia obtidos para os diferentes tempos de reagdo.

A mesma Tabela mostra que o complexo formado &
estavel no intervalo compreendido entre cinco minu-
tos e onze horas, havendo um incremento de apenas
4,6% na absorbdncia apés 24 horas. Optou-se; entre-
TABELA L. Absorhincia do reative de Nessler ¢ do
compexo em fungio do comprimento de
onda.

Comp. onda (nm} Reative Nessler Complexo
480 0,000 0,370
470 0,000 0,420
460 0,000 0,480
455 0,000 0,510
450 0,000 0,540
445 0,000 0,680
440 0,000 0,620
435 0,005 0,660
430 0010 0,700
425 0,015 0,750
420 0,025 0,800
415 0,045 0.860
410 0,080 0,920
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TABELA 2. Influéncia do tempo no desenvolvimenta da eoloragio.
Tempo. 5 min. 15 min.. 30 min. 1h. 11 h. 24 h. 72 h.
Absorb. 0,325 0,325 0,325 0,325 0,325 0324 0,324

entretanto, para um tempo de reaciio de quinze minu-
tos, sendo a mesma conduzida a temperatura ambien-
te (23 a 25°C). )

Na Fig. 1,0bserva-se a influénciado pH edo volume
de’ NaOH 2,5 N na absorbancia. Como se pode
observar, com a adigao de 0,8 e 1,4 ml da base, o pH
final da solugio varia de 12,104 12,25, enquanto quea
absorbdncia varia de- 0,340 a ‘0,570, com um in-
crementa de 5,6%. Este incremento passa a ser de
11% quando o pH aleanga o valor de 12,35, para I_Jma
absorbdncia de (,6(00. Na mesma figura, nota-se
que com a elevacao do pH ocorre um aumento na
absorbdncia, possivelmente devido 4 formagio de
precrpltados dos fons mer(urm prebentes €I eXCesso
no reativo de Nessler.

Ao se comparar o valor de absorbéancia da Tabela 2
com o mostrado na Tabela 3, para a concentracao de
1,75 ug N/ml, nota-se que naquele, o valor obtido foi

maior. Isto se deve ao fato de a’solu¢do de 'tmbalhu ’

utilizada ndo ter sido AJu%tada apHI12
Os resultados obtidos no estudo de interferéncia de
diversos citions encontram-se na Tabela 3.
Conclui-se que, para as concentracdes normalmen-
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FIG. 1:- Influéncia do volume de hidréxido de sédlo edo

pH na absorbancia.

te encontradas nas plantas, os céitions mencionados
nio interferem no desenvolvimento do complexo.

Catani et al. (1969) pbservaram que, na determina-
¢io dos fons amoénio no solo com o reativo de Nessler,
os cations ferro e manganés sé interferem para con-
centragdes acima de 1,0 e 0,5 ug/ml respectivamente,
enquanto que os citions cobre e aluminio 'ndo inter-
ferem para concentragdes de até 1,5e 10,0 ug/ml, res-
pectlvamente ‘ .

Na F1g 2, pode—se obbervar que para uma concen-
tracdo de nitrogénio de até 4,0 pg N/ml, alei de Beeré
obedecida. Nao foram estudados valores mais altos,
porque o teor de mtrogenm nas plantas se encontra
comumente abaixo de 4.

Visto que para um grau de incerteza de 0,2% o erro
minimo é obtido para valores de absorbanciade 0,20 a
0,70 (Willard et al. 1965), resolveu-se trabalhar com
valoresde 0,0; 1,75 e 3, 50 ug N/ml, na elaboracao da
curva- padrao A equacio de regressao foi a]ustada a
origem (Snedcor & Cochran 1977)

Nas condic¢bes de trabalho aqui mencmnadas, po-
de-se dizer que, para um grau de incerteza de 0,2%, o
método é capaz de detectdr 1,0 ug N/ml quando pre:
TAB]-.LA 3.

Interferéncia de diversos cdtions.

Elemento xg/ml Equiv. plantas Absorb.
{ppm) S

N 0.00 0.000
_ 1,75 1750 0.310
Al 0,01 100 0.310
0.03 300 0,305

0,05 500 .0,310

Fe'' c. 01 100 0,310
0,03 300 0,305

0,05 500 0,310

Zn” 0.0 100 0,310
0,03 300 0,305

0.05 500 - 0,310

Mg’ - 0,20 2000 0,320
0.60 6000 0,310

1,00 10000 0,305 .

Mn*? 0,02 200 0.310
0,08 600 0,300

0,10 1000 0,300
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FIG. 20 Influéncia da concentragdo de nitrogénio na

absorbéncia.

sente na solugo. Segundo Lindner (1844), o reativo
de Nessler & capaz de dectectar até 0,01 ug N/m), nio
mencionando com que grau de incerteza. Willard et
al. (1965) consideram como limite pratico em trabalho
de rotina - um grau de incerteza de 0,2%.

Na Tabela 4, encontram-se os resultados obtidos na
determinacao de nitrogénio por colorimetria, na an-
séncia e na presenga de metassilicato de sodio, em
trés amostras-padrdo utilizadas pele CPAC/
EMBRAPA.

Concluiu-se que, na auséncia do metassilicato de s6-
dio, os precipitados dos cétions formados interferem
ocasionando valores mais altos de absorbincia, e
conseqilentemente maiores teores de nitrogénio sao
encontrados. Ao passo que, na presen¢a do metassili-
cato de s6dio, os valores de nitrogénio encontrados
praticamente nio diferem daqueles determinados por
destilagio com o aparelho Kjeldahl; ademais, apre
sentaram baixos coeficientes de variacio.

Portanto, o nitrogénio presente nas plantas pode
ser determinado colorimetricamente em anéalise de
rotina, segundo o procedimento seguido neste traba-
lho. E um método bastante preciso, sensivel, de facil
execucdo, rapido, além de barato, pois utiliza reagen-
tes e equipamentos comumente encontrados nos labe-
ratbrios de analises. Possui também a grande vanta-
gem de, no mesmo extrato, poderem ser analisados
fosforo, potassio, calcio e magnésio.

TABELA 4. Valores de nirogénio (%) obtides pelo mérodo Kjeldahl (média de 26 repeti¢des) e pele nrélode colo-
riméirico, na auséncia ¢ na presenca de mrelassilicato de sadio (média de 5 repeticdes, em diferen-
les extralox).

Amostra CPAC Colorimetria cv Colorimetria cv

(Kjeldahl} Sem Na;5i0, com Na:Si0,
{%) {%) (%) {%) (%)

Soja 2,65 3.25 5,15 2,55 4.9

Milhe-2 0,88 1,13 7.02 0,929 6,23

Milho-3 0,75 008 2,66 0,84 2,99

CONCLUSOES 6. Para concentra¢iio de até 4,0 ug N/ml, a lei de

1. O comprimento de onda de 440 nm resultou ser o
mais indicado para a determinacdo colorimétrica de
nitrogénio com o reativo de Nessler.

2. A coloracgioe do complexo formado éestavel noin-
tervalo de cinco minutos até onze horas.

3. Ointervalo de pH ideal para as leituras da absor-
béncia encontra-se entre 12,0 a 12,2

4. Nas concentracdes que comumente sdio encon-
trados nas plantas, os cations aluminio, ferro, zinco,
manganés e magnésio ndo interferem na determina-
¢do de nitrogénio nas condi¢des de trabalho emprega-
das. '

5, A adi¢do de metassilicato de sédio elimina a tur-
bidez ccasionada pelos cations presentes na solugéo.
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Beer & obedecida, com um grau de incerteza de 0,2%.

7. O procedimento descrito neste trabalho permite
avaliar com rapidez e precisio os teores de nitrogénio
presentes nas plantas.
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