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DETERMINACAO DE NITROGENIO ORGANICO EM MACROFITAS AQUATICAS E
SEDIMENTOS - ADEQUACAO DE PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS.

APRILE, F.M."& BIANCHINI Jr., L?

Com base nas diversas propostas, descritas na literatura, no que se refere a quantificagéo do teor de nitrogénio orginico
através do método de Kjeldahl, nesse trabalho propde-se algumas variagGes dessa metodologia, no sentido de adequa-la
e otimiza-la para amostras de plantas aquéticas e sedimentos. De modo geral, tanto para as plantas aquéticas quanto para
os sedimentos, as quantidades de amostras que se revelaram adequadas estdo compreendidas entre 0,1e0,4 g (em peso

seco). Verificou-se, também, que a confecgdo de curva padrdo propiciou maior seguranga € precisdo nas determinag0es.

ORGANIC NITROGEN DETERMINATION IN AQUATIC MACROPHYTES AND SEDIMENTS SAMPLES -
METHODOLOGICAL ADEQUATIONS. In order to fit the Kjeldahl method for the aquatic plants and sediments
samples, in this study was discussed some aspects related with this analytic procedure of organic nitrogen determination.
The assays allowed to get the suitable quantities of the reagents and of the samples mass, as well, to get the calibration
curve from urea.

INTRODUCAO

O nitrogénio é um constituinte estrutural de uma ampla variedade de substiincias orgénicas
que compdem os organismos, tais como: os aminodcidos, os nucleotideos, as porfirinas e 0s
alcal6ides. E especialmente importante na ligagdo dos polipeptideos, necessdrios para a formagdo
das protefnas. O processo de produgdo primédria que condiciona, em grande parte, a riqueza de
espécies e as intensidades dos fluxos nos ecossistemas, pode ter no nitrogénio um de seus principais
fatores limitantes (HUTCHINSON, 1967). A partir de extensa revisdo realizada por LITTLE (1979)
& possivel verificar que para as plantas aqudticas, o teor de nitrogénio orgénico total varia em torno
de 1 a5% do seu peso seco, dependendo da espécie e estado fenolégico. Estudos de decomposigdo
em sistemas terrestres e aqudticos t8m revelado que os teores de nitrog€nio orgénico dos detritos
tendem ser mais elevados que os dos recursos originais, devido a agregagdo de microrganismos e/ou
as baixas taxas de perda de massa destes compostos (SWIFT et al, 1979; BIANCHINI Jr, 1982;
1985).

Nos sistemas aquéticos, quando presente em baixas concentragdes, o nitrogénio pode atuar
como fator limitante na produgdo primdria. Em altas concentragdes, pode afetar a dinfmica do '
oxigénio dissolvido, interferindo diretamente sobre a comunidade dos heterétrofos (ODUM, 1985;
WETZEL, 1975). As formas pelas quais os compostos de nitrogénio aportam nos ambientes
aquéticos € extremamente varidvel e dependem de vdrios fatores, dentre eles citam-se: 0s eventos
meteorolgicos e as emissdes industriais, domésticas e agricolas (ESTEVES, 1988).

(1) Estagidrio do Departamento de Hidrobiologia, UFSCar
(2) PPG-ERN/ Depto. Hidrobiologia, UFSCar
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Nesse sentido, o conhecimento das concentra¢des de nitrogénio, nos ambientes aqudticos, é
de grande importdncia, uma vez que, o grau de eutrofizacdo desses ecossistemas pode estar
diretamente relacionado a quantidade deste elemento. Por exemplo, em lagos eutr6ficos de regides
temperadas, o teor de nitrato pode exceder a 1 mg/l, salvo no epilimnio (BAYLY e WILLIAMS,
1973). O nitrogénio pode estar presente nos sistemas aqudticos sob vdrias formas orgénicas e
inorgénicas, tais como: protefnas, aminodcidos, peptideos, nitrato, nitrito, amOnia, fon amonio,
6xido nitroso, nitrogénio molecular, etc. A amdnia, em particular, pode ser encontrada na forma
ionizada (NH4") ou ndo (por exemplo: NHj (g), e NH4OH), dependendo, basicamente, do potencial
de oxiredugdo e da temperatura (EPA, 1985).

Em virtude dos fatores anteriormente mencionados, o aprimoramento dos procedimentos
analiticos de quantificagdo do nitrogénio torna-se evidente, tanto para a melhoria de seu
gerenciamento, quanto para a atenua¢do ou mesmo solu¢do de problemas decorrentes de seu
actimulo ou escassez.

OBJETIVOS

Devido a grande importancia no nitrogénio nos ecossistemas aqudticos e com base nas vérias
propostas de quantifica-lo em suas formas orgénicas, através do método de Kjeldahl, esse trabalho
visa discutir algumas variaces metodol6gicas, no sentido de adequa-lo para determinag¢des em
amostras de macrofitas aquéticas e de sedimentos.

MATERIAIS E METODOS

O método de Kjeldahl é um procedimento analitico de quantificagdo de nitrogénio orginico
total bastante difundido e utilizado. Basicamente, constitui-se das seguintes etapas: digestdo 4cida,
destilag@o e titulagdo do destilado (KOLTHOEFF et al, 1969; ALLEN et al, 1974). De modo geral,
esse método pode ser descrito a partir das seguintes reagdes:

1* ETAPA: Digestio Acida

NH;CHy;COOH + 3 HySOy ---------=------ >2C0O, +4HO + NH;3 + 3 SO,

2 NH; + HzSO4 > (NH4)2 SO4

2* ETAPA: Destilacio

(NHg)z SO4 + 2 NaOH  ------------=-=--=- >2 NHj + Na,SO4 + 2 H,O

3 NH; + H3BO3 > (N H4)3BO3

3* ETAPA: Titulacdo

2 (NH4)3BO3 + 3 HpSOy -----m-m-mmmmeem >3 (NH4)SO4 + 2 H3BO;
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Na etapa de digestdo utilizou-se vdrias quantidades de amostras (de 0,1 a 1g) de 3 diferentes
espécies de plantas aqudticas, previamente secas e moidas (Pistia stratiotes, Nymphoides indica e
Eichhornia crassipes). Para os sedimentos utilizou-se na digestdo, somente, amostras com 0,3 g.

Convém ressaltar que antes do processo de secagem das macrdfitas, deve-se cuidar para que
elas sejam lavadas, minuciosamente, para a remog¢do de particulas de sedimentos e de outros
materiais/organismos aderidos. Nesse trabalho, o processo de secagem das plantas e dos sedimentos
iniciou-se ao ar livre e em seguida, prosseguiu em estufa (55 °C), até que as amostras apresentassem
peso constante.

Para iniciar o processo de digestdo colocou-se as amostras de plantas e de sedimento dentro
de tubos de ensaios longos e adicionou-se 0,1 g de catalisador misto! e mercirio. Na seqiiéncia,
adicionou-se 4cido sulftrico concentrado (P.A.). Neste procedimento procurou-se "lavar" as paredes
dos tubos retirando-se, desse modo, as particulas de amostras que ficaram aderidas. Nessa etapa
testou-se, também, a quantidade de 4cido adicionado.

Em capela de exausto, os tubos de digestdo foram aquecidos, no inicio, a uma temperatura
aproximada de 50 °C. Ap6s 10 minutos de digestdo aumentou-se a temperatura, gradualmente, até

300 °C. Temperatura na qual os processos de digestdo foram realizados, até que as amostras se
tornassem limpidas.

ApOs atingirem temperaturas compreendidas entre 150 e 250 °C, algumas vezes foi
necessdrio que se deixasse ocorrer a digestdo nesse intervalo por, aproximadamente 15 minutos,
para evitar a perda de parte das amostras, pois devido a rdpida ebuli¢do do 4cido, parte das amostras
poderiam aderir-se nas paredes superiores dos tubos e na seqiiéncia do processo, serem calcinadas.

Ainda com relagdo a digestdo, vale assinalar que, em geral, amostras de macréfitas que
contém raizes levam a solug@o final da digestdo a uma cor avermelhada (ESTEVES, 1979).

Nesse estudo padronizou-se o tempo de digestfio, em 3 horas, apGs as amostras atingirem a
temperatura de 300 °C. Com o término dos processos de digestdo e de resfriamento, as solugdes
resultantes (digeridos) foram transferidas para baldes volumétricos de 25 e/ou 50 ml e os volumes
completados com 4dgua destilada (SOLUCAO "A").

De modo geral, a segunda fase do procedimento constitui-se na adi¢do de aliquotas das
solugdes "A" em destilador do tipo "MARKAN". Para cada destilagdo, acoplou-se na saida do
condensador uma proveta que continha solugdo de 4cido bérico (2%) e 4 gotas de indicador?, de
modo que o liberado da destilagdo entrasse diretamente em contato com a solugdo de 4cido bérico.

Nessa fase testou-se a adi¢do de diferentes volumes de aliquotas das solugdes "A" (de 4 a 20
ml) no destilador, assim como o volume de dcido bérico (10 e 20 ml). De acordo com esse método,
nessa etapa, além da SOLUCAO "A" adiciona-se, também, no destilador 15 m1 de solugdo de NaOH
(46%). A destilagdo foi considerada terminada até o volume da proveta, que continha dcido bérico,
ser completado em 40 ml (SOLUCAO "B").

! Homogeneizado de 80,0 g2de K9S0y, 2,0 g de Se e 5,0 g de CuSOg4.

$ Solugdo mista (1:1) de verde de bromocresol (0,66% em etileno glicol) e vermelho de metila (0,33% em etileno
glicol).
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Terminadas as destilagdes, titulou-se cada solu¢do "B", que apresentava cor verde, com
4cido sulfirico 0,01 N até a mudanga da cor para vermelho.

Em adigo aos testes anteriormente mencionados elaborou-se uma curva padrdo utilizando-
se uréia como fonte de nitrogénio e fixadas as seguintes varidveis:

1°. Digestdo 4cida: uréia + 0,1 g catalisador'misto + mercirio + 5 ml de 4cido sulftrico conc.;
tempo: 3 horas ap6s atingir 300 °C; volume final da solu¢do "A" =25 ml;

2°. Destilagdo: volume da solugdo "A" a ser destilado = 4 ml; volume de NaOH (46%) = 15 ml;
. volume da solugdo de dcido bérico = 10 ml; 4 gotas de indicador misto; volume
final da destilagdo = 40 ml.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Com base nos resultados apresentados através da Tabela I verifica-se que :

1°. Ao dobrar o volume da aliquota a ser destilada (solugdo "A") da amostra 2, em relag¢do ao
da amostra 1, houve um incremento proporcional no volume de §cido necessério na titulag@o;

2°. Ao comparar os resultados das titulagOes das amostras 1 e 3 nota-se que a duplica¢io da
quantidade de amostra a ser digerida (referente a amostra 3) foi anulada pela diluigdo efetuada (50
ml) na solugdo resultante da digestdo solugdo "B";

3°. A variagdo de volume de 4cido sulftrico efetuada no processamento da digestdo das
amostras 3 e 4 foi anulada na fase de diluicdo. As quantidades de é4cido utilizadas nas titulagOes
dessas amostras foram diferentes pois na amostra 4, o volume de destilado foi menor que da
amostra 3, uma vez que, o ponto final da destila¢do foi previamente convencionado em 40 ml;

4°. Do mesmo modo-que no caso anterior, as variagdes entre os procedimentos realizados
junto as amostras 3 e 5 foram anulados na etapa de diluig@o e portanto, considera-se equivalentes as
quantidades de 4cido sulfirico 0,01 N consumidas na titulag@o (6,05 e 6,15 ml), indicando que 5 ml
de H,SO4 foram suficientes para realizar a digestao.

Os resultados das amostras 7 a 13 (Tabela I) referem-se ao sedimento coletado na Lagoa
Dourada (22° 11' 33" S e 47° 55' 2" W). Essas determina¢des indicam que a propor¢des adotadas
nas amostras 7 ¢ 10 foram suficientes e adequadas para as determinagdes de nitrogénio orgénico.

De acordo com os resultados apresentados através da Tabela I determinou-se que tanto para
as amostras de macrofitas, quanto para as de sedimentos:
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TABELA I -VariagOes realizadas nas diferentes etapas da determinagdo de nitrogé€nio
orgénico total.

Amostra Substrato Massa  H,SO4 Diluicdo Aliquota H3BO; H,SO4

n° (g) conc. (ml) (ml) (ml)  (ml) 0,01N (ml)
1 N. indica 0,3 5,0 25,0 4,0 10,0 5,95
2 N. indica 0,3 5,0 25,0 8,0 10,0 12,05
3 N. indica 0,6 5,0 50,0 4,0, 10,0 6,05
4 N. indica 0,6 10,0 50,0 4,0 20,0 5,25
5 N. indica 0,6 10,0 50,0 4,0 10,0 6,15
6 N. indica 0,3 5,0 50,0 4,0 10,0 0,70
7 Sedimento 0,3 5,0 25,0 4,0 10,0 1,45
8 Sedimento 0,3 5,0 100,0 20,0 10,0 0,35
9 Sedimento 0,3 5,0 - 50,0 4,0 10,0 nd
10 Sedimento 0,3 5,0 25,0 4,0 10,0 0,40
11 Sedimento 0,3 5,0 50,0 8,0 10,0 nd
12 Sedimento 0,3 5,0 100,0 20,0 10,0 nd
13 Sedimento 0,3 5,0 100,0 20,0 10,0 1,60

nd = ndo detectado

1. o volume de 5 ml de 4cido sulfdrico era o suficiente para ser empregado no processo de
digestdo;

2. a dilui¢do do produto da digestdo (solugdo "A") até o volume de 25 ml era a adequada e
suficiente;

3. 0 volume de 4 mlde solugdo "A" era o adequado para ser introduzido no destilador e o de 10 ml
de dcido bérico, o suficiente para a colheita do destilado.

No que se refere a curva padrdo verifica-se, através da Figura 1A, que esse método se
mostrou bastante sensivel as variagdes de concentragdo de uréia, assim como pode-se ajustar 0s
resultados a um modelo de equagdo linear (y = 1,34x - 0,26). Indicando que a partir do emprego das
recomendag0es discutidas, obtém-se significativa proporcionalidade entre volume de 4cido utilizado
na titulago e concentragio de nitrogénio, presente nas amostras (r* = 0,99).

Nesse sentido, na comparagdo dos resultados apresentados através da Tabela II, nota-se a
grande similaridade entre os valores obtidos a partir da curva padrdo e os calculados através das
relagOes estequiométricas das rea¢des envolvidas.
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TABELA 1I - Teores de nitrogénio organico obtidos a partir da curva
padrio e dos célculos estequiométricos.

Substrato Massa Nitrogénio Organico
(8) (%)
Curva Padrio  Estequiometria
Nymphoides indica 0,1 1,65 1,706
0,2 1,39 1,514
0,3 1,45 1,619
0,4 1,45 1,630
Média: - 1,49 1,617
Eichhornia crassipes 0,1 1,13 1,094
0,2 1,22 1,312
0,3 0,98 1,079
0,4 0,97 1,083
Média: - 1,08 1,142
Pistia stratiotes 0,3 2,19 2,479
0,4 1,68 1,914
0,5 1,97 2,287
0,6 1,67 1,917
0,7 1,71 1,969
0,8 Lo 1,810
0,9 1,87 2,163
Média: - 1,81 2,062

Embora os valores, obtidos a partir da curva padrdo, sempre tenham se apresentado menores
que os decorrentes dos cdlculos estequiométricos, observa-se que a diferenga percentual entre suas
médias € menor que as verificadas quando se alterou a quantidade amostral. Nesse caso constata-se
que as diferengas resultantes entre esses dois métodos de cdlculo s@o menores que as envolvidas
quando se processam réplicas amostrais.
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FIGURA 1 - Curva padrdo obtida a partir de wuréia e de acordo com as
adequag0es recomendadas (A). Efeito da quantidade de amostra de plantas sobre
a eficiéncia das determinagdes de nitrogénio organico (B, C e D).
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Através da Figura 1 (B e C) verifica-se que, para Eichhornia crassipes e Nymphoides indica,
a proporcionalidade entre quantidade de amostra e o teor de nitrogénio orginico foi mantida ao
longo do teste de variagdo do peso de amostra a ser digerida (trago continuo). No entanto, com base
nestes mesmos resultados € possivel, também, a interpretagdo de que possa ter ocorrido, para estas
determinagOes, alguma limitacdo metodolGgica que tenderia subestimar os teores de nitrogénio
orgdnico para amostras com muita massa (trago pontilhado). Por outro lado, o teste de quantidade
de amostra que envolveu Pistia stratiotes ndo acusou restricdo até a Ultima quantidade ensaiada
(Figura 1D). Considerando que a perda da proporcionalidade entre o teor de nitrogénio orginico e
quantidade de amostra decorra de algum fator limitante metodolégico, a partir destes resultados
sugere-se que se deva, rotineiramente, submeter 2 digestdo amostras com pouca massa, afim de se
garantir tal proporcionalidade, independente da espécie de macréfita aqudtica em andlise.

De modo geral, embora os resultados verificados para Pistia stratiotes demonstrem que seja
possivel a digestdo de amostras com até 1,0 g, os demais indicam que amostras dessa natureza
devam conter massa com até 0,4 g (peso seco), no sentido de se evitar possiveis subestimativas dos
teores de nitrogénio orglnico devido alguma limitagdo metodoldgica. Vale ressaltar ainda, com
relagdo a metodologia utilizada, alguns cuidados bésicos para o éxito das determinagdes, entre eles:
uma limpeza adequada da vidraria e a utilizagdo de réplicas. E indispensdvel, também, efetuar uma
determinagdo em Branco, na qual, utilizam-se todos os reagentes menos a amostra, de modo a
eliminar possiveis interferéncias.



44 Aprile, ¥¥.M. & Bianchini Jr., L.

CONCLUSOES

As variagdes impostas aos procedimentos analiticos de determina¢@o de nitrogénio orgénico,
através do método de Kjeldahl, sugerem que para macréfitas aqudticas e sedimentos: 1) o volume
de 5 ml de 4cido sulfirico foi suficiente para ser utilizado no processo de digestdo; 2) a dilui¢do do
produto da digestdo até o volume de 25 ml (solug@o "A") mostrou-se a adequada e suficiente; 3) o
volume de 4 ml de solugdo "A" foi adequado para ser introduzido no destilador € o de 10 ml de
dcido bérico o suficiente para a colheita do destilado e 4) amostras de até 0,4 g devem ser
preferencialmente empregadas.
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