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ABSTRACT

The substitution of phenol by salicylate in the Berthelot
reaction (formation of the indophenol blue) and a colori-
metric method for the determination of total nitrogen (or
crude protein) in meat and meat products is described. The
influence of the reagents and interfering ions concentration
has been studied upon time and temperature of the reacti-
on, useful life of the reagents; precision and accuracy. The
absorbance measurements were performed on 645nm, with
the Lambert-Beer law obeyed in the concentration range
about 10 to 55 umol.L™! of nitrogen. The regression equa-
tion (A = -0.033 + 0.23 umol.L™" N), was obtained with
coefficient linear correlation (r) 0.9999.

INTRODUCAO

Virios métodos colorimétricos para a determinagfo de
nitrogénio em matrizes bioldgicas tem sido desenvolv1dos
e/ou adaptados baseando-se na reagdo de Berthelot!. O pro-
duto final, azul de indofenol, é obtido através da reagdo de
fenol com ambma e hipoclorito em meio alcalino, confor-
me as reagdes? '3 :

NH, + OCL” i H,NC1 + OB

ENC1 + @- 3} Q—.' =©= NC1

o.@,uc1+ O.on 2 '0-@-N=©=o
Entretanto, além do fenol caracterizar-se como uma
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substincia toxica e volétil, hd ainda a formagdo de um in-
termedidrio de forte odor. Segundo Verdouw et al*, este
intermediério foi isolado e, estudos de espectroscopia no
infra-vermelho, indicaram a presenga de orto-clorofenol. Es-
te composto penetra na pele humana e é cerca de tiés vezes
mais toxico que o fenol®.

Roskam e Langen®, substitufram o fenol por timol para
determinar amonia na d4gua do mar e citam um mecanismo
para a reagao, segundo o qual hd formagdo de um composto
final do tipo indofenol. Em estudos cinéticos, Patton e
Crouch?, propdem a formagio de monocloroamina como
primeiro intermedidrio e confirmam o produto final, indo-
fenol, conforme o trabalho de Bolleter et al3.

Apés o trabalho de Searcy et al’, tem-se explorado a
possibilidade de substituir o fenol por salicilato como alter-
nativa para determinagdo colorimétrica de nitrogénio amo-
niacal pois, neste caso, ndo hd formagdo de orto-clorofe-
nol®. O nome de “azul de indofenol”, entretanto, tem sido
mantido?,

Quanto 3 determinagio de nitrogénio em amostras de
carnes, Rocha et al'? propuseram um procedimento al-
ternativo para digestdo sulfirica® e investigaram a precisdo/

exatiddo dos resultados em fun¢do da homogenelzagao ta-
manho da amostra e do nlimero de repetigSes’ . Estes auto-

res'® estudaram diversos sistemas catalisadores da digestfio
sulfiirica de amostras de carne, Através de andlise estatistica
dos resultados e de consideragSes & respeito da toxicidade
das espécies envolvidas, propuseram a substituicdo do mer-
ciirio, recomendado pela AOAC!!, por cobre. Também

propuseram um procedimento colorimétrico para determi-
nar nitrogénio total em carnes e derivados, utilizando-se sa-
licilato e a técnica de andlise por inje¢do em fluxo!?

Assim, neste trabalho investigaram-se: a) pardmetros en-
volvidos na formagago do “azul de indofenol” a partir de sa-
licilato, para ajustar o método colorimétrico de determina-
¢do de nitrogénio em amostras de carnes e produtos afins;
b) o pH domeio,de modo que as alfquotas (provenientes de
digestdo 4cida) tomadas para andlise, nio necessitem de
ajuste prévio; c) proviveis espécies interferentes, inerentes a
matriz da amostra, bem como aquelas que possam estar pre-
sentes devido 2 indispensédvel participacdo no processo da
digestdo sulfirica.
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PARTE EXPERIMENTAL

Equipamentos:

Espectrofotdmetros Varian-Cary 219 e Micronal B342 I1,
ambos com cubetas de vidro de 10mm de caminho 6ptico.

Reagentes:

Solugdo padrio “ estoque ” de amodnio 6,000.10%
umol.L™!: dnssolveram -se 3,9642 g de sulfato de amonio ,
seco em estufa a 110°C por 1 hora, e transferiu-se para ba-
130 volumétrico de 1 litro,

Solugdo padrao de amdnio 2,250.10? umol.L™: prepa-
rou-se através de diluigdo da solugdo padrao “estoque™ de
amdnio.

Solugdo de nitroprussiato 2,000.10~2 umol.L™!: dissol-
veu-se 0,5959 g de nitroprussiato de s6dio, transferiu-se pa-
ra baldo volumétrico de 100 ml, estocou-se em frasco am-
bar mantido no refrigerador.

Solugao de saticilato 1,25 mol.L™!/ hidréxido de sédio
9,0.10"! mol.L™!/ mtroprussmto 4, OO 107 mol.L™!/ sul-
fato de potdssio 1,00.10" ! mol.L™! (COQUETEL DE
REAGENTES): dxssolveram-se 21,50 g de hidroxido de s6-
dio, com cerca de 100 ml de 4gua destilada, para reagdo com
43,16 g de 4cido salicilico. Ap6s resfriamento, filtrou-se pa-
ra baldo de 250 ml, adicionaram-se S ml da solu¢do de ni-
troprussiato e 4,40 g de sulfato de potdssio previamente dis-
solvidos em dgua. Completou-se o volume, estocou-se em
frasco de polietileno envolto em pape!l alumfnio mantido no
refrigerador. Esta solugdo pode ser utilizada até quatro dias
apés sua preparagdo.

Fonte de fons hlpoclonto utilizou-se dgua sanitdria com
concentragdo de 4,4 mol.L~! em hipoclorito, padronizada
segundo Vogel'3.

Interferentes: prepararam-se solugdes contendo 2,50, 10
umol.L ™! em célcio, magnésio, cobre, perclorato, mercuno
(I1) e selénio (IV), e solugBes contendo 5,0 umol.L ™!
molibdénio, zinco, ferro (1Il), manganés (II) e alumn’mo

Amostras: nos ensaios a respeito das varidveis que podem
afetar a colonmetna do fon amdnio, utilizou-se solugdo
2,250.10% umol.L~! nesse fon nas dilui¢Bes necessdrias.
Como amostra de carne utilizou-se charque, manipulada e
com seu extrato sulfarico obtido segundo Rocha et al®/? |
empregando-se cobre como catalisador'? (resumidamente ,
sistema constitufdo de amostra mais 4cido sulfiirico concen-
trado e mistura dlgestora/catahsador de K2804/CuS0O4
aquecido a cerca de 350-400°C, em bloco digestor até l{qui-
do limpido e levemente esverdeado)

Determinag3es de nitrogénio: as condigdes experimenta-
is podem ser assim resurnidas: a) ap6s a digestdo, o extrato
4cido foi dilufdo a 250 ml. Transferiram-se 5,00 ml para ba-
150 de 50 ml e completou-se o volume. Deste, retiraram-se
aliquotas (em triplicatas) de 0,50 ,1,00 e 2,00 ml, com as
quais fizeram-se as determinagdes do método espectrofoto-
métrico. As concentragdes de nitrogénio amoniacal no volu-
me final para colonmetna (25 ml) devem estar entre cerca
de 10 e 55 umol.L™!; b) adicionaram-se, pela ordem, 7,50
ml da solugio “coquetel de reagentes”, aliquota da amostra
digerida e 6 gotas da solugdo de hipoclorito; ¢) completou-
se rapidamente o volume com dgua ¢ homogeneizou- -5€; d)
colocou-se o baldo volumétrico em banho térmico a 35 C €,
ap6s 30 minutos, resfriou-se até temperatura ambiente e
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leu-se a absorbancia a 645 nm. Os 245 ml restantes de cada
digerido foram utilizados nas determinagGes de nitrogénio
através do método titulométrico consolidado da destilagdo
da amdnea e recepgao em excesso de icido bérico, com
posterior titulagio do borato formado. A tabela 2 apresenta
os resultados obtidos.

A precisdo do método foi estudada em fun¢do da repro-
dutividade dos valores das absorbancias observadas utilizan-
do-se virias ah’quotas da solugdo padrdo de amodnio
2,250.10% umol.L™1, para a obtengdo de curva padrdo com
seis pontos, entre 9 ¢ 54 umol N (NHJ). L. Os dados refe-
rentes a cinco repeticSes para cada ponto da curva referida,
encontram-se na tabela 1 e a equagdo de regressdo corres-
pondente é: A = —0,033 +0,023umol.L™" N, com coefi-
ciente de correlagao linearr = 0,9999.

Selecdo das condigGes experimentais:
a) Concentra¢do dos reagentes

Para salicilato de s6dio, hipoclorito de sédio e nitroprus-
siato de sodio, as concentragGes mais adequadas foram sele-
cionadas variando-se suas respectivas quantidades dentre os
valores mais citados na literatura. Quanto a 4cido sulfirico
¢ sulfato de potdssio, suas concentragdes foram estudadas
baseando-se nas quantidades dessas espécies utilizadas na di-
gestdo das amostras e nas dilui¢Ses do extrato até o volume
final para colorimetria.

Os ensaios foram realizados variando-se a concentrag@o
de um dos reagentes mantendo-se fixa a dos demais. Esse
procedimento permitiu estabelecer as respectivas concentra-
¢Oes dos reagentes na solugdo ‘“‘coquetel de reagentes”.

b) Tempo/Temperatura

Investigaram-se, também, as influéncias do tempo de rea-
¢do (30-60-90 e 120 minutos) e da temperatura (ambiente,
22 a 28°C; em banhos térmicos, a 35°C e a 45°C), na for-
magdo do “azul de indofenol”, fazendo-se as leituras das
absorbéncias apds variar estes dois parimetros, ora manten-
do um deles fixo, ora interrelacionando-os por variagdes si-
multineas,

¢) Vida 1til dos reagentes

Através de duas solugdes “coquetel de reagentes” (pre-
paradas como descrito em Reagentes), estudaram-se suas es-
tabilidades em fungdo do tempo e condigdes de estocagem.
Para tal, manteve-se uma solugdo no refrigerador e a outraa
temperatura ambiente. Ambas foram utilizadas no dia, e
apds 4, 9 e 13 dias apés a preparagio, comparando-se 0s re-
sultados obtidos.

d) Influéncia de interferentes

Soluges contendo ou ndo fons naturalmente encontra-
dos em amostras de materiais biol6gicos, ou aqueles intro-
duzidos no processo de digestdo sulfiirica (conforme qua-
lidade e concentragdes constantes da tabela 3), foram pre-
paradas para “‘interferir” na colorimetria do nitrogénio, co-

mo proposta.
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

No intervalo de concentrago de hipoclorito de sodio es-
tudado (entre 2,5 e 17,5 mmol L“) os valores das absor-
béncias foram menores nos extremos e, consequentemente,
mais elevados para as concentragbes intermedidrias (entre
4,5 ¢ 9,0 mmol L~!). Confirmando o que outros autores
sugeriram?/14  isto indica a existéncia de um intervalo fora
do qual a sensibilidade fica comprometida. Nas condig3es
experimentais estabelecidas, concentragBes de hipoclorito
de s6dio menores que 4,5 mmol L™! ndo sdo suficientes pa-
ra completar a reagio e, maiores 9,0 mmol.L™! devem ini-
bir a formagdo do “azul de indofenol”.

Os ensaios a respeito das ceneentracdes de hidréxido de
sédio e de nitroprussiato de s6dio mostraram, também,
concentragdes fora das quais os valores das absorbéncias de-
crescem, Isto confirmou ser o sistema em questdo altamen-
te dependente da alcalinidade®'? ¢ que a quantidade de ni-
troprussiato também influi na formagdo do ““azul de indofe-
nol”. Assim, estabeleceram-se 9,0.1071¢ 4,00.10™* mol.L~!
para concentragdes hidréxido e nitroprussiato, respectiva-
-mente, na solugdo “coquete] de reagentes”.

A tabela 2 apresenta os resultados de determinag@es de
nitrogénio total em amostras de charque, feitas através dos
métodos espectrofotométricos (médias de 3 repeticBes) e ti-
tulométrico. As determinagdes espectrofotométricas sdo ori-
undas de dez digeridos de amostras de charque dos quais,
de cada um deles, retiraram-se trés al{quotas de volumes di-
ferentes e cada uma em triplicata, ou seja, um total de no-
venta determinagdes.

O método titulométrico foi aplicado nas dez alfquotas
restantes de cada digerido. Assim, este estudo implicou em
pelo menos cem determinagdes.

Os resultados da andlise estatistica permitem considerar
que o procedimento proposto para determinagfo espectro-
fotométrica de nitrogénio total (ou protefna bruta) é tio
eficaz quanto o método titulométrico. Para tal, nfio é neces-
sdrio ajustar o pH dos digeridos dcidos e as concentragdes
de nitrogénio amoniacal no volume final para espectrofoto-
metria (25,00 ml) devem estar compreendidos entre cerca
de 10 ¢ 55 umolL™!.

TABELA1- Precisdio do método colorimétrico de deter-
minagdo de nitrogénio amoniacal como pro-
posto, avaliada através da variagdo nas absor-
bancias de solugdes padrdes de N(NHJ ).

Concentragio de N Absorbincias Médias (N =5)

em pmol.L™! Intervalos de 95% de Confianca

9,0 0,173 = 0,005
18,0 0,375 £ 0,005
27,0 0,578 + 0,005
36,0 0,800 + 0,011
450 0,995 £ 0,006
54,0 1,193 £ 0,016

TABELA 2 - Teores porcentuais de nitrogénio total em
charque, obtidos pelo método espectrofoto-
métrico sugerido (com trés repeti¢cBes para
cada alfquota utilizada do digerido l{quido)
e pelo método titulométrico. Intervalo de
95% de confianga (I.C.) para a média.

Teor Porcentual de Nitrogénio
Amostras  Colorimetria/Aliquota (ml) - Titulometria
0,50 1,00 2,00
1 4,47 449 444 4,32
2 4,26 4,42 4,53 4,35
3 4,58 4,65 4,40 4,28
4 4,02 437 423 4,19
5 4,13 4,24 4,23 4,29
6 4,10 436 4,18 4,07
7 437 4,40 4,22 4,25
8 4,21 4,45 4,13 4,20
9 4,29 4,62 435 4,26
10 4,50 4,55 441 4,22
1.C 4,2910,13 4,4610,09 4,3110,09 4,2410,06

TABELA 3 - Absorbéncias (médias de tres repetigdes) do sistema do “azul de indofenol” com 27.0 umol.L ™! de NHY,
obtidas em fun¢do de cada fon presente e de cada concentragio dos mesmos, como “interferentes”.

ION  Absorbéncias/Concentragdes dos fons (umol.L™)

0 0,2 0,6 1,2 10 30 60
Aluminio 0,558 0,565 0,569 0,570
Ferro(Ill) 0,558 0,567 0,555 0,569
Manganés (II) 0,558 0,557 0,568 0,561
Molibdato 0,558 0,563 0,555 0,564
Zinco 0,558 0,569 0,561 0,563
Célcio 0,558 0,556 0,554 0,556
Cobre (I1) 0,558 0,558 0,557 0,632
Fosfato 0,558 0,569 0,568 0,569
Magnésio 0,558 0,561 0,554 0,555
Mercirio (1I) 0,558 0,540 0,552 0,497
Perclorato 0,558 0,560 0,549 0,556
Selenito 0,558 0,561 0,550 0,559
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Quanto 2 influéncia de interferentes a tabela 3 apresenta
os valores das absorbdncias utilizando-se 27,0 umol.L ' de
nitrogénio amoniacal e, variando-se a espécie quimica su-
postamente interferente adicionada bem como a sua con-
centraggo. Uma andlise de varidncia'$ dos valores que gera-
ram tais médias mostrou que ndo hé diferengas significativas
entre as mesmas, ao nivel de 5% de significincia. Logo, nos
intervalos de concentragdo estudados, essas espécies néo in-
terferem nos valores das absorbincias do sistema do “azul
de indofenol”.
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