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1. RESUMEN

El estudio experimental se realizé en el Laborato-
rio de Nutricion Animal del Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA), situado en el Centro Nacional
de Investigaciones Agropecuarias, Tibaitatd.

Se estudio la repetibilidad de los contenidos de
nitrégeno de diferentes fuentesalimenticias, utilizan-
do el método macro y micro-kjeldah!.

Se utilizaron alimentos de un amplio rango de con-
tenido de nitrégeno. El método de determinacién
fue el descrito por la AOAC.

La variacion en el contenido de nitrégeno en gra-
mineas, leguminosas, oleaginosas, cereales, concen-
trado y productos de origen animal fue de 1, 1, 3,
1.1y 1% respectivamente.

L] coeficiente de variacion fue bajo para todos los
alimentos determinados, correspondiendo el mds alto
(7,477} a los concentrados y el mds bajo (0,15%) a
productos de origen animal.

La cantidad de reactivos utilizados para el micro
fue 10 veces menos que el macro, y el costo fue
8,85 veces menor que el macro. El manipuleo de
muestras, cantidad, tiempo de digestion y destila-
cion fue marcadamente menor con el método micro-
kjeldahl.

2. INTRODUCCION

Las proteinas constituyen, junto con los carbo-
hidratos y las grasas. los tres principales componen-
tes orgdnicos de la materia viva, y estin formadas
principalmente por carbono, hidrégeno. oxigeno vy
nitrogeno.

El nitrégeno representa, en la mayoria de las sus-
tancias proteicas, un porcentaje relativamente cons-
tante (167 ). Siendo entonces el nitrogeno el factor
determinante del contenido de proteina, su determi-
nacion tiene una vital importancia en la calidad de un
alimento,

Tradicionalmente se usa el mnétodo Kjeldahl para
esta evaluacidn, el cual presenta las variantes macro,
semi-micro y micro: el primero y el segundo, compa-
rados con el micro, emplean grandes cantidades de
reactivos y de muestra, de acuerdo con las técnicas
estandarizadas y recomendadas por los métodos de
andlisis de la Asociacion Oficial de Analisis Quimi-
cos (AOAC).

Por lo anterior, y debido a los elevados costos de
los reactivos y a los problemas de toxicidades, se pro-
yecto el estudio comparativo de dos métodos en dife-
rentes grupos de alimentos.

Los objetivos fueron:

bstandarizar, una vez realizado el estudio. el méto-
do micro-kjeldahl para la determinacion de nitré-

geno orgdnico total.

Comparar los resultados de nitrdgeno. obtenidos
por los métodos macro y micro-kjeldahl.

Evaluar el tiempo requerido para cada determina-
cion y el costo de cada analisis.

3. REVISION DE LITERATURA

La determinacion cuantitativa del nitrégeno orga-
nico total en alimentos y materiales bioldgicos esti-
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ma el contenido de proteina total, la cual incluye po-
lipéptidos, aminodcidos y otros componentes nitroge-
nados tales como dcidos nucléicos, carbohidratos,
alcaloides, lipidos v pigmentos, las proteinas mds de-
seadas en alimentos son las que suministran los llama-
dos aminodcidos esenciales.

Las principales bases para la determinacion del ni-
trogeno organico total en alimentos dependen de Ia
completa conversion de sus formas nativas de nitré-
geno, en nitrogeno gaseoso elemental o en una sal
inorgdnica de amonio y finalmente, la determinacion
precisa y exacta de uno u otro de estos productos.

Tres métodos principales han sido desarrollados
para la determinacién cuantitativa de nitrégeno ga-
seoso o amoniacal: (6).

~ El método de Dumas (1931), introducido en
Francia.

— El método de Kjeldahl (1893), desarrollado en
Dinamarca.

-- El método de Ter Menlen’ s (1924), diseiiado en
Holanda.

El método de Kjeldahl, descrito y recomendado en
los métodos de analisis de la Asaciacion Oficial de
Analisis Quimicos (AOAC), tiene caracteristicas de
sencillez, exactitud y reproducibilidad que lo han he-
cho el preferido para determinar el nitrégeno en com-
puestos biologicamente importantes y escogido para
el chequeo y comprobaciéon de resultados obtenidos
por otros métodos.

El principio del método ha sido descrito en detalle
por muchos autores (3, 2). Un factor muy importante
en estas determinaciones es la cantidad de dcido, que
varia de 7,3 g. para 1 g. de carbohidrato a 17,8 g. de
grasa. 6,7 g. del dcido van a formar el sulfato dcido
con 10 g. de potasio (4).

La adicién de sal en la digestion eleva el punto de
ebullicion del dcido sulfarico en la mezcla, dando una
mejor conversion del nitrégeno organico a amonjaco
3,6).

La presencia de catalizador acelera la descomposi-
cién de la muestra y permite la recuperacion cuantita-
tiva del nitrégeno a bajas temperaturas. El 6xido de
mercurio es el catalizador mds conocido y usado para
la digestion de proteinas (4, 2, 5), aunque hay otros
tipos de catalizadores tales como selenio (3, 8, 5),
oxido de selenio, selenato de sodio, oxicloruro de se-
lenio, telurio, sulfato de cobre (3), diéxido titanio
(5), que también han demostrado ser efectivos. Sin
embargo, Willys ez al. (11) consideran que el uso de
Selenio como catalizador puede causar pérdidas de
nitrogeno.

Ogg et al. (9), trabajando con diferentes sales y
tiempos de digestion en los métodos macro y micro-
kjeldahl demuestran la estrecha relacidn entre fa can-
tidad de sal afiadida y el nitrégeno recuperado, los
cuales a su vez estan relacionados inversamente con
la temperatura de digestion.
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Willys er al. (12) encontraron que el método mi-
cro-kjeldahl es tan preciso como el micro-kjeldahl,
aunque recomiendan precaucion en su uso cuando se
trata de compuestos nitrogenados del tipo N-N, NO
y NO;,

Estos mismos autores, estudiando el efecto de di-
ferentes factores sobre el contenido de nitrégeno en
bencil-iso-tiourea, encontraron valores semejantes por
el método micro y semimicro (13,81% vs. 13,76%. En
este mismo trabajo muestran que la digestion de 30
minutos proporciona valores semejantes a la digestion
en una hora (13,73%vs. 13,80%) (11).

Ogg (10) introdujo algunas modificaciones al siste-
ma micro-kjeldahl con el objeto de hacerlo aplicable
a un amplio rango de compuestos nitrogenados, espe-
cialmente aquellos que no tienen y tiene ligaduras
N-N o N-O. Los rendimientos muestran una gran con-
fiabilidad (desviacion estandar = 0,03% ).

4. MATERIALES Y METODOS

El estudio experimental se realizo en el Laborato-
rio Nacional de Nutricién Animal del Instituto Co-
lombiano Agropecuario (ICA), situado en el Centro
Nacional de Investigaciones Agropecuarias de Tibaita-
ta (Mosquera).

La seleccion de material se hizo teniendo en cuen-
ta que los grupos fueran representativos de los ali-
mentos usados para la nutricién de las diferentes espe-
cies animales tales como aves, cerdos, ganado de le-
che, ganado de carne, ovinos y especies menores (Ta-
bla 1).

Para los materiales con al.o contenido de agua se
hizo un secado previo a 60°C hasta peso constante.

Una vez obtenida por cuarteo una muestra repre-
sentativa del material total, se procedié a prepararlo
para los respectivos analisis quimicos.

Se tom¢ la porcion de cada una de las muestras y
se molié hasta que el 95% de la misma pasé a través
de un tamiz de 1 mm de malla; lo retenido en el ta-
miz se incorporé y homogenizé y se guardd en fras-
cos de vidrio.

Con 24 horas de anticipacion al anilisis se tomoé
una porcion de esta muestra en cdpsula de aluminio
y se hizo un secado de 60°C para eliminar la hume-
dad restante y obtener materia seca.

El proceso seguido fue el recomendado por AOAC
(1), lo mismo que los reactivos usados y su concentra-
¢ién.

4.1. PROCEDIMIENTO MACRO-KJELDAHL

Se pesé exactamente en balones Kjeldahl para
digestion de 800 ml de capacidad 1.0 gramos de
muestra sobre un papel de filtro Whatman numero
1, se adicionaron 16 gramos de catalizador y 25 ml
de dcido sulfurico concentrado. Se dejaron transcu-
rrir 30 minutos después de que la solucidn se aclar6.
Una vez fria la solucion, se afiadieron 400 ml. de agua
destilada antes de que las sales se precipitaran.



TABLA 1. Nombres comunes y cientificos por Grupos de Alimentos usados en Nutricion Animal.

Grupo

Nombre Comin

Cereales

Leguminosas

Gramineas

Oleaginosas

Concentrados

Productos de
origen antmal

Nombre Cintifico

Arroz: salvado de
Arroz: harina de
Sorgo molido

Alfalfa
Kudzd

Raigras tetrelite
Raigras manawa
Kikuyo

Braquiaria
Carimagua-1 (rojo)
Carimagua-1 (verde)

Aigoddn: torta de
Ajonjoii: torta de
Soya: torta de

Cerdos cria
Pollos crecimiento
Ganado de leche

Carne, harina de
Pescado, harina de

Oriza sativa
Oriza sativa
Sorghum vulgare, Pers,

Medicago sativa
Pueraria phaseoloides

Lolium hybridum
Lolium mulitiflorum
Pennisetum clandestinum
Brachiaria decumbens
Andropogon gayanus
Andropogon gayanus

Gossypium Spp.
Sesamun indicum
Glicine max. L.

En un crlemeyer de 500 ml se depositaron 50 ml
de la solucion de dcido borico. Se anadid a los balo-
nes Kjeldahl una granalla de zinc y 75 ml de la solu-
¢ion de hidroxido de sodio. teniendo cuidado de
agregarle lentamente por el cuello del balon. Se re-
cogieron aproximadamente 250 ml de destilado. Se
titulo la solucion con dcido clorhidrico estandar has-
ta obtener un cambio de color azul a rosado.

4.2. PROCEDIMIENTO MICRO KJELDAHL

El peso de la muestra oscild entre 50 a 100 mg,
segin ¢l contenido de nitrogeno. La muestra exacta-
mente pesada se introdujo cuantitativamente ¢n ba-
lon micro-kjeldahl de SO0 ml de capacidad, se adicio-
naron 1.6 gramos de catalizador y 2,5 ml de acido
sulfirico concentrado. Después de aclarar la solu-
cién se continud durante 15 minutos mas de diges-
tion,

Una vez fria la solucion, se adicionaron 30 ml de
agua destilada. Se anadieron 3 ml de la solucion de
dcido borico a erlemeyers de 30 ml de capacidad,
para recibir el destilado. Se adicionaron a los balones
kicldahl una granalla de zinc y & ml de la solucion
de hidroxido de sodio. Se destilaron 25 ml de solu-
cion aproximadamente y se tituld con dcido clorhi-
drico estandar hasta el cambio del color azul al rosa-
do.

4.3. BLANCO DE REACTIVOS

Para reducir ]a contaminacién de nitroégeno prove-
niente de los reactivos, se elaboraron blancos, siguien-
do los pasos de cada una de las técnicas.

Cileulos:

“ Nitrogeno total = (VI-V=)x Nx 0,014 x 100
M

En donde:

V| = Volumen de icido gastado en la titulacion de la
muestra

V4= Volumen de dcido gastado en la titulacion del
blanco

N = Normalidad del dcido
0.014= Peso de un miliequivalente de nitrogeno en

gramos
M = Peso de la muestra en gramos
“ Proteina total = ‘¢ Nitrogeno total x 6,25
6,25 = Factor que representa al 16% de nitrogeno

de las proteinas

Se hicieron las pruebas de t de “student” y “F”
para observar las variaciones entre promedios y homo-
geneidad de varianzas usando la prueba de Bartlett,
respectivamente.

235



5. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 2 se muestran los valores para nitroge-
no y proteina, obtenidos con cada uno de los méto-
dos ensayados. Alli mismo se ve que a pesar de tener
diferentes alimentos cuyas riquezas de nitrégeno pre-
sentan variaciones grandes, no se encontraron diferen-
cias significativas entre métodos; asi por ejemplo, el
pasto braquiaria que fue el que menor valor de nitro-
geno presentd, no mostrd variacion entre las técnicas
(0,78% vs. 0,80%). El mds alto fue la harina de pesca-
do que tampoco arrojé diferencias significativas
(11,27% vs. 11,29%). Los anteriores resultados mues-
tran que es posible utilizar el método micro-kjeldahl,
con un gran margen de confiabilidad.

Observando los valores individuales de nitrogeno
de los diferentes tipos de alimentos (Tabla 3 y Figura
1), se encuentra que la técnica de micro-kjeldahl per-
mite obtener informacion vilida sobre el contenido
de proteina bruta de un rango muy amplio de fuentes
nitrogenadas.

En la Tabla 4 se presenta la desviacion estandar
(D.S.)y pruebas de F y “t” en los distintos grupos.

En las pruebas de F y t para determinar la homo-
geneidad se observo que la F y la t presentan valores
calculados menores que los tabulados, lo cual signifi-
ca que las varianzas de las técnicas son tan homogéne-
as como los promedijos de los mismos en los grupos de
alimentos estudiados respectivamente.

El coeficiente de variacion para cada grupo de ali-
mentos fue bajo siendo el valor mas alto para concen-

trados (7,47%) y el mas bajo para los alimentos de
origen animal (0,15%).

Es necesario enfatizar que el uso de los diferentes
métodos técnicos en la detérminaciéon de nitrégeno
dependen mads de la preparacion de las muestras (seca-
do, molido, alicuota representativa de la muestra,
etc.) antes que los métodos usados.

Este experimento muestra que teniendo cuidado
con los puntos anteriores, se pueden obtener resulta-
dos confiables de nitrégeno de una gran gama de ali-
mentos.

5.1. COSTOS DE ANALISIS

Para evaluar los costos involucrados en los anali-
sis se tuvo en cuenta el promedio de reactivos gasta-
dos para la determinacion en cada uno de los méto-
dos empleados. En la Tabla S se muestran las canti-
dades de reactivos y el costo individual en la deter-
minacién macro.

La Tabla 6 presenta los reactivos y los precios
para la determinacidn por el método micro. ($11,70).
En las Tablas 5 y 6 se muestra que con el costo del
método macro-kjeldahl se pueden realizar aproxima-
damente 10 determinaciones micro. Lo anterior no
solo significa una gran economia, sino una gran facili-
dad en la manipulaciéon de equipos y reactivos, y lo
que es mds importante, se reduce drasticamente el
efecto contaminante del catalizador usado en estos
métodos.

TABLA 2. Valores de nitrOgeno y proteina en las muestras analizadas Base seca. Tibaitata, 1971.

Muestra Macro __Micro .
Nitrogeno % Proteina Nitrogeno % Proteina

Harina de arroz 2,69 16,84 2,72 17,00
Salvado de arroz 0,99 6,19 0,98 6,17
Sorgo molido 1,31 8,24 1,35 8,47
Alfalfa 6,00 37,55 5,94 37,14
Kudzu 3,32 20,79 3,30 20,66
Carimagua-1 (rojo) 1,03 6,45 0,95 5,95
Carimagua-1 {verde) 1,37 88,57 J3.31 8,22
Brachiaria 0,78 4,93 0,80 5,00
Raygrass (30 dias) 5,09 31,86 4,74 29,66
Raygrass (40 dias) 3,64 22,78 3,565 22,19
Kikuyo (35 dias) 3,93 24 59 3,96 24,77
Torta de algodon 7,61 47,59 7.70 48,12
Torta de ajonjoli 8,05 50,32 7.87 49,22
Torta de soya 8,27 51,69 8,28 51,75
Cria de cerdos {concentrado) 2,54 15,93 2,47 15,49
Ganado de leche (concentrado) 3,21 20,09 3,35 20,94
Pollos crecimiento (concentrado) 2,73 17,11 2,75 17,19
Harina de carne 10,15 63,47 10,10 63,17
Harina de pescado 11,27 70,44 11,19 69,97
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TABLA 3. Valores Medios de nitrégeno y proteina en los Grupos de Alimentos. Tibaitat3, 1981.

Grupos de Alimentos Micro
Nitrégeno Proteina Nitrogeno Proteina v
% % % % %
Cereales 1,66 10,42 1,68 10,97 1
Concentrados 2,83 17,71 2,86 18,28 1
Gramineas 2,64 16,50 2,55 15,96 3
L.eguminosas © 4,66 29,12 4,62 28,87 1
Oleaginosas 7,97 49,87 7,95 49,69 1
Productos de
origen animal 10,71 66,96 10,65 66,57 1

* Promedios de tres determinaciones.

N\

‘{ Nitrégena

Careales Concentrados

Macro

D e

Prodi de

FIGURA 1. Comparacion de los contenidos de nitrégeno por (os métodos macro y micro Kjeldahi.

origen animal
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TABLA 4. Desviacion estandar y valores de F y t en grupos de alimentos.

Grupo de Alimentos Desviacion estandar VValtrmra;
Macro Micro C.V. F t
W Cal Tab. Cal. Tab.
Cereales 1,81 0,92 7,29 1,29 9,28 0,10 3,18
Concentrados 0,31 0,50 7,47 2,64 9,28 0,22 3,18
Gramineas 1,35 1,40 3,36 1,08 6,39 0,20 2,78
Leguminosas 1,16 1,18 3,77 1,01 6,39 0,20 2,78
Oleaginosas 0,30 0,27 1,69 0,79 9,28 0,10 3,18
Productos de
origen animal 0,64 0,63 0,15 0,96 19,00 0,10 4,30
TABLA 5. Costo de reactivos para la determinacién macro-kjeldahl.
Reactivos Cantidad Valor*
$
Oxido de mercurio rojo 1.045¢g 17,60
Sulfato de potasio 14,95 ¢ 13,96
Acido sulfarico 25 cc 27.47
Hidréxido de sodio 45 g 32,80
Acido borico 2 g 4,56
Tiosulfato de sodio 6 ¢ 4,18
Zinc metalico 0,4295¢ 1,67
indicador mixto trazas 1,15
Acido clorhidrico 377 0,36 mi 0,28
TOTAL 103,57
* Tomado del catdlogo de precios de la Merck, 1980.
TABLA 6. Costos de reactivos para la determinaciéon de micro-kjeldahl.
Reactivos Cantidad Valor
$
Oxido de mercurio rojo 0,105 ¢ 1,76
Sulfato de potasio 1650 g 1,40
Acido sulfurico concentrado 2,5 c.c. 244
Hidréxido de sodio 48 g. 3,49
Acido borico 2,0 g 0,45
Tiosulfato de sodio 064 g 0,44
Zinc metélico 0,4295 g 1,57
Indicador mixto ) trazas 0,12
Acido clorhidrico 377 0,04 mi 0,03
Totat: 11,70
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10.

12.

13.

. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos se puede concluir:

No hubo diferencia significativa entre los méto-
dos en ninguno de los grupos de alimentos, lo cual
garantiza la eficiencia de las determinaciones.

De acuerdo con los procedimientos para cada uno
de los métodos, la economia de tiempo para la de-
terminacion fue de 60 minutos por muestra, com-
parado con el macro-kjeldahl.

El costo para la determinacién de nitrogeno por
el método micro-kjeldahl fue de 8,85 veces menor,

en comparacion con el macro-kjeldahl ($103,57 vs.

11,70).

Debido a las pequeiias cantidades de 6xido de mer-
curio usadas en el método micro-kjeldahl, los efec-
tos contaminantes se reducen drdsticamente.

7. SUMMARY

Macro and micro-kjeldahl techniques for nitrogen
determination in several foodstreffs.

The experiment was carried out in the Animal
Nutrition Laboratory at the Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA), situated at the National Re-
search Center, Tibaitata.

Was studied the repetibility of the micro and ma-
cro kjeldahl techniques in nitrogen determinations
in different foods. Foods with wise range of nitrogen
content was used.

The variations of nitrogen content in grasses, le-
gumes, oleaginous, cereals, concentrates and animal
products were: 1, 1, 3, 1, and 1% respectively. The
variation coefficient was low in all the foods, the
concentrates showed the higest values (7,47%) and
the animal food the lowest values (0,15%).

The chemical, used in micro kjeldahl determina-
tions was 10 times less when was compared with
the macro kjeldahl determination and the cost was
8,85 times less than the macro system. Finally the
time spend on digestion, destilation was drastically
less using the micro kjeldahl technique.
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