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INTRODUCCION

La determinacion del nitrégeno por el método de
Kjeldahl, implica habitualmente la mineralizacion de
la materia orgdnica, la separacién del amonio formado
y la cuantificacién del mismo. Existen distintas técni-
cas para separar y cuantificar el amonio, entre ellas las
colorimétricas, que tenjendo elevada sensibilidad per-
miten las determinaciones de nitrogeno hasta el orden
del pg (Fleck and Munro, 1965).

La ninhidrina, Hidrato de tricetohidrindeno, un
reactivo general para aminodcidos, aminas, amonio y
otros (Mc Caldin, 1960) fue propuesta por Jacobs
(1959) para determinar cuantitativamente el amonio
en digestados de Kjeldahl. La reaccion no es afectada
por los catalizadores (mercurio, cobre, selenio), o por
las sales que habitualmente se utilizan en dicha diges-
tién (Meyer and Riklis, 1953), pero s{ es influenciada
por la acidez del medio y es dependiente también de
la presencia de hidrindantina, producto de la reduc-
cién parcial de la ninhidrina. (Mc Fayden, 1944 ; Sobel,
et al., 1945: Mc Caldin, 1960; Matheson er af., 1961).

Se han propuesto distintos reactivos de ninhidrina
que permiten adecuar el transcurso de la reaccién en
las condiciones de midxima sensibilidad para la reac-
cion coloreada (Moore and Stein, 19481954 ; Rosen,
1957).

Tales reactivos, de uso corriente en la determina-
cién de aminodcidos en cromatdgrafos de-intercambio
idnico, serian posibles de utilizar en las determinacio-
nes de nitrégeno por el método de Kjeldahl, con la se-
leccién previa de aquellos que contengan en su com-
posicion, sisternas reguladores apropiados que permi-
tan atenuar sensiblemente en el entorno de pH 4,5 a
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5, la extrema acidez de la alicuota del digestado. (Ja-
cobs, 1959:1960;1962).

En el méiodo que se propone a continuacién se
prefirid tomar como variable a modificar, la dilucién
del digestado y el empleo de pequefios voltimenes con
micropipetas de precisién, para poder emplear reacti-
vos de ninhidrina de menor capacidad reguladora, co-
mo es el de Moore er al. de 1948.

MATERIALES Y METODOS
Método

100 mg de muestra vegetal, 6 250 a 500 mg de sue-
lo y 1,25 g de sales mds catalizador (1,20 g de sulfato
de potasio anh. y 0,05 g de 6xido de mercurio) se co-
locan en un balan de Kjeldahl de 100 mL, al que se
agrega 2,0 mL de dcido sulfirico concentrado. Se ca-
lienta en digestor, hasta completa mineralizacién. Una
vez frio, se pasa cuantitativamente el digesto a un ma-
traz aforado de 100 mL, con sucesivos lavados con
agua destilada. Finalmente se lleva a volumen.

Se toma una alfcuota que contenga no mds de 4 pg
de nitrégeno (habitualmente de 20 a 100 uL) que se
nasa a un tubo de ensayo (15 x 150 mm) que contie-
ne 2,0 mL del reactivo de ninhidrina. Se enjuaga repe-
tidas veces la micropipeta con el mismo reactivo.

Se coloca el tubo en bafio de agua a ebullicién por
20 minutos. Cumplido, se enfria y se agregan 5 mL de
solucién etanol-agua destilada (1:1). Se lee en espec-
trofotémetro el color desarrollado a 570 nm, que es
estable por 60 minutos. Se compara la lectura respec-
to de digestiones de referencia y ensayo en blanco.
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Reactivos

— Reactivo de Ninhidrina: -
a) 0,80 g de SnCl2.2H20 en 500 mL de solucién
reguladora de citratos 0,20 M de pH 5,0.

b) 20 g de ninhidrina p.a. en 500 mL de metilcelo-
solve (libre de peroxidos).
En el momento de utilizar, se mezclan partes
iguales de a y b. Los frascos se guardan en hela-
dera.

— Solucién reguladora de citratos 0,20 M de pH 5,0.
21,014 g de 4cido. citrico (CgHgO7.H20) y 200
mL de solucion normal de NaOH, se llevan a 500
mL con agua destilada. Se ajusta con potenciéme-
tro si es necesario.

— Solucidn de referencia de 1 mg/mL de nitrogeno.
4,717 g de sulfato de amonio p.a., seco, se llevan a
1.000 mL con agua destilada.

RESULTADOS

Se realizaron digestiones por triplicado de una so-
lucion de referencia conteniendo 2,0 mg de nitrégeno
segin la técnica antes descripta. Se llevaron a 100 mL
y se tomaron alicuotas de 100 uL. El color desarrolla-
do, leido a 570 nm, tuvo una densidad Optica de
0,173 £ 0,006 respecto del ensayo en blanco. Se uso
celda de cuarzo de 1,0 cm de paso 6ptico.

Se compar6 el presente método respecto de deter-
minaciones por triplicado de suelo y forrajes por el
micrométodo estdndar de Kjeldahl, no habiéndose no-
tado diferencias significativas entre ambos (Tabla 1).

DISCUSION

Son dos las restricciones a tener en cuenta, para
operar con este método. La alicuota no debe conte-
ner mds de 4 ug de nitrogeno y tampoco debe superar
el volumen de 100 uL. La primera de ellas en el senti-
do de no sobrepasar el 1imite de las respuestas propor-
cionales entre la densidad Optica de la solucién y su
concentracion; y la segunda en términos de lograr que
la reaccién transcurra en pH cercanos a 5, zona de
maxima sensibilidad de la misma. (Con dicho volumen
de alicuota la variacion del pH es de 0,2 unidades).

CONCLUSIONES

El método propuesto es perfectamente utilizable
en las determinaciones de nitrégeno en muestras na-
turales. Tiene ventajas respecto del tiempo de deter-
minacién y su técnica operativa compariandolo con
los que habitualmente se utilizan (colorimétricos o
destilacion y posterior titulacién del amonio). Su alta
sensibilidad permite determinaciones de pequefias
cantidades de nitrgeno del orden de un microgramo.
El costo de la ninhidrina se eompensa en parte con el
costo del hidréxido de sodio, dcido bérico e indicador
que se evitan, cuando se opta ante la destilacion.
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TABLA 1: Valores porcentuales de nitrogeno.

% Nitrogeno % Nitrogeno
Muestra Microdestilacion Ninhidrina
Pasto llorén
(Eragrostis curvula) 1,02 £0,01 1,03 £0,01
Cebadilla
(Bromus sp.) 3,20 £0,01 3,21 £0,01
Pellets girasol 6,28 10,04 6,30 £0,05
Suelo
(horizonte A Haplustol) 0,17 £0,01 0,17 £0,01
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