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ABSTRACT: This paper constitutes an annotation on
the Kjeldahl method emphasizing its importance, the
steps of which it consists, including in the titration step
the iodomometric determination of the end point,
pointing out a new method of linearization. The name of
Kjeldahl has been verbalized, an honour rarely
associated with a chemist.
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RESUMEN: Este trabajo constituye una anotacion
sobre el método de Kjeldahl destacando su importancia,
las etapas de que consta, incluyendo en la de valoracion
la determinacion iodométrica del punto final, haciendo
mencion asimismo de un nuevo método de
linearizacion. El nombre de Kjeldahl ha sido
verbalizado, un honor raramente asociado con un
quimico.
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1. INTRODUCCION

Hace unos 130 afios, el quimico danés Johan Gustav
Christoffer Thorsager Kjeldahl (1849-1900), Figuras 1 a 3,
Jefe del Departamento de Quimica del Laboratorio de la
Fundacion Carsberg de la Compaiiia de Cerveza Carlsberg,
introdujo un método conocido mas tarde bajo el epénimo
de método de Kjeldahl, que basicamente se encuentra
todavia en uso. Fue en la reunion de la Sociedad Quimica
Danesa (Kemisk Forening) celebrada el 7 de Marzo de
1883. Ese mismo afio, el método fue publicado en aleman
en la revista “Zeitschrift fiir Analytische Chemie” (1), y en
lengua francesa y danesa en comunicaciones del
Laboratorio Carlsberg (1). Debido al respeto que el
fundador del Laboratorio, el industrial danés Mr. J.C.
Jacobsen sentia por Pasteur y por su trabajo en la industria
francesa del vino (2), fueron también publicados extensos
resimenes en francés de los trabajos llevados a cabo en la
Fundacion Carsberg.

También aparece un extenso resumen del trabajo en
Chemical News en Agosto (3), por lo que el método es
rapidamente adoptado. The Analyst dio primeramente
detalles del método en 1885 (4), aunque el método habia
sido previamente mencionado por Blyth en 1884, dando el
nombre de Kjeldahl incorrectamente como Vijeldahl. Un
periodo de tiempo sorprendentemente corto transcurre
entre la aparicion del método de Kjeldahl y la publicacion
de mejoras adicionales efectivas, tanto en Europa como en
América, debido al tremendo impacto que el trabajo de
Kjeldahl tuvo en otros investigadores, especialmente en
Alemania. La mayor parte de las primeras contribuciones
fueron discutidas por Fresenius en el “Zeitschrift”, a
menudo con una extension de varias paginas. En toda la
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historia de la quimica analitica, ningin método ha sido
adoptado en tan corto tiempo como el método de Kjeldahl
para la estimacion de nitrogeno, como ha sido indicado por
Kebler en 1891 (5) al comienzo de una anotacién en la que
compila las referencias sobre la estimacion de nitrogeno
por Kjeldah (unas sesenta) y por otros métodos (unas
doscientas).

//%/AZ;

Figura 1. Johan Gustav Christofer Thorsager Kjeldahl
(1849-1900). En Resumé du Compte-Rendu des
Travaux du Laboratoire de Carlsberg, 1903.
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QUELQUES REMARQUES SUR LE DOSAGE
IODOMETRIQUE DES ACIDES.

PAR

L RJELDAHL.

pres avoir, en plusieurs endroits, repris la méthode que j'ai proposée

pour déterminer 'ammoniaque par le dosage iodumétrique des acides,
on semble Paveir de nouveau abandunnée. La raison de cet abandon
doit en partie étre recherchée dans le peu de stabilité de la ligueur ti-
trée, mais il est facile de la conserver pendant trés longtemps inaltérde,
si on la soustrait a laction de la lumiére et de I'acide carbonique en la
gardant dans un flacon noir (recouvert d'un vernis a I'usphalte), qui est placé
un peu au-dessus de la burette, et porte i sa partic inféricure nne tubulure
d'ou un tube de verre muni d'un robinet ameéne la liqueur titrée dans la
burette, tandis que I'air pénétre dans le flacon par un tube bouché avec
de la chaux sodique. 1l faut en ountre avoir soin de préparer la solu-
tion avee un sel pur en petits eristanx et de l'cau fraichement beuillie;
dans ces conditions et conservée comme il vient d'étre dit, elle restera
inaltérée méme pendant plusieurs mois en été. 1l convient de lui don-
ner une concentration telle que 1 cent. cube corresponde a milligr. de
Az (17,7 gr. d'hyposulfite de soude pur cristallis¢ par litre). L'acide
sulfurique, au contraire, doit Ctre deux fais plus concentré, un acide
plus faible ayant été envahi par un mucor (une espece certainement non
décrite jusqwici, et dont M. le D.7 Elfving a commencé 1'¢tude an labora-
toire de Carlsberg).

En général, pour préparer une solution d’hyposultite normale a /14
(®/1a daprés Mohr), on a certainement donné i cette liqueur une con-
centration telle que 15%¢ p. ex., suffisent exactement pour déterminer la
quantité diode wise en libert¢ par un volume ¢gal d'un acide normal a
1/14, manitte d'opérer toute naturelle lorsqu'on I'emploie dans acidimétrie.
Mais telle est préc
qu'elle peut étre evitée, comme nouns alions le faire voir, en titrant la
solution d'hyposulfite sur une solution normale d'iode.

La réaction exprimée par I'équation:

KIOz +5K1+3HS04=3K2804+5H20-L31z.....(A)

ment la canse de l'erreur qu'on commet alors, tandis

ne se fait pas immédiatement dans toute son étendne dans les solutions
diludes, comme je lavais dabord indiqué, mais comprend deux phases,

Kjeldahl.

El contenido de proteina en un alimento se estima
multiplicando el contenido de nitrégeno por un factor de
conversion (9) de nitrogeno a proteina, generalmente
establecido en 6,25, que supone que el contenido de
nitrogeno de las proteinas es del 16 %. No esta claro quien
fue el primero que preconizd su uso. Este factor de
conversion general es usado para la mayor parte de los
alimentos porque sus contenidos no proteicos son
despreciables. Sin embargo, las proteinas puras difieren en
términos de sus contenidos de nitrogeno debido a
diferencias en la composicion de sus aminoacidos,
oscilando entre el 13,4 % y el 19,3 %; diferentes factores
multiplicativos son apropiados para muestras de diferente
naturaleza. El factor 5,7 se aplica para el trigo y el de 6,38
para los productos lacteos. El sistema aproximado en el
que la proteina se mide como el nitrégeno total
multiplicado por un factor especifico domina claramente
los estudios (10) de composicion de los alimentos. De
hecho, la mayor parte de los valores citados para proteina
en bases de datos de composicion de alimentos se deriva
de los valores de nitrégeno total o nitrdgeno organico total.

Figura 2. Anotaciones de Kjledahl sobre el método
iodométrico de determinaciéon de 4cidos. Résumé du
Compte-Rendu des Travaux du Laboratoire de
Carlsberg 1883, 2, 193-196.

2. EL METODO DE KIJELDAHL Y LA
INDUSTRIA CERVECERA

El método de Kjeldahl fue originalmente destinado a la
industria cervecera como ayuda para el seguimiento de los
cambios en proteinas durante la germinacion del grano y la
fermentacion (1); cuanto mas baja la cantidad de proteina
en la “mush”, mayor era el volumen de cerveza producido.
Fue Berzelius quien sugirié en 1883 el uso de la palabra
“proteina” en una carta (6) a Mulder porque se derivaba de
la palabra griega que significa “to be in the first place”. El
contenido de proteina depende estrictamente del contenido
de nitrogeno orgénico total; i.e., la estructura de la proteina
no interfiere en su determinacion exacta, pero carece de
selectividad analitica debido a que no distingue entre
nitrdgeno basado en proteina y nitrdbgeno no proteico.
Casos de adulteracion (i.e. adulteracion de alimentos
basados en proteina con melanina y compuestos no
proteicos relacionados) que explotan esta vulnerabilidad
analitica han sido recientemente detectados (7) y
constituyen nuevos ejemplos de problemas que datan
incluso de antes (8) de que fuera introducido el método de
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Figura 3. Aparato de destilacién usado por Kjeldahl
para la determinacién del nitrégeno. Résumé du
Compte-Rendu des Travaux du Laboratoire de
Carlsberg 1883, 2, 193-196.

3. LAS TRES ETAPAS DEL METODO DE
KJELDAHL

El método de Kjeldahl consiste en tres etapas (1, 3, 11-
13):

1) Digestion acida (H,SO4 conc.), digestion
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(mineralizacion) de la muestra conteniendo nitrogeno, en
un frasco de digestion con cuello largo, causando su
conversion a iones NH,". El matraz de Kjeldahl, que
construyd en 1888 para simplificar el método, se encuentra
todavia hoy en uso (14, 15).

Kjeldahl (1) comentaba:

“Le principe de la nouvelle méthode consiste donc a
chauffer pendant quelque temps la matiére a analyser avec
une forte proportion d’acide sulfurique concentré jusqu'a
une température voisine du point d’ébullition de ’acide, et
a oxyder la dissolution ainsi obtenue avec un exces
d’hypermanganate de potasse sec en poudre.”

(The principle of the new method, therefore, is to heat
the substance in question for some time with a sufficient
quantity of concentrated sulfuric acid, and then to oxidize
the solution thus obtained with an excess of dry, powdered
permanganate).

2) La transformacion de los iones NH," en NH;
(neutralizacion con alcali) y destilacion (Fig. 3) del NHs,
que se recoge de forma apropiada (16) en una vasija de
valoracion.

3) Valoracion de la disolucion; el amonio procedente
de la destilacion se recoge frecuentemente en un exceso de
acido estandar y se determina por una valoracion por
retroceso con disolucion de alcali estandar. Una practica
mas comun es el uso de acido boérico para atrapar el
amoniaco.

La historia subyacente y el trabajo que condujo a la
evolucion del método de Kjeldahl hasta el presente estado
son interesantes (11). La técnica mdas antigua de
determinacion del nitrogeno (proteina) fue desarrollada por
Dumas, quien introdujo en 1831 (17) el método de
combustion para el analisis de nitrogeno. El método de
Will y Varrentrapp, para estimar el nitrégeno organico
como amoniaco (18), que data de 1841, aunque menos
generalmente aplicable, es mas facil, y fue frecuentemente
aplicado hasta la publicacion del método de Kjeldahl.
Wanklyn, en 1868 (19), mejora el método Will-
Varrentrapp afiadiendo permanganato potasico en medio
alcalino para incrementar el efecto oxidativo de la cal
sodada (soda lime).

4, EL. METODO DE KJELDAHL FUENTE DE
INNOVACION

Kjeldahl ide6 en 1883 un método para la determinacion
de nitrégeno en sus estudios sobre los cambios de
proteinas en granos (grain) usado en la industria cervecera
(20), llevados a cabo en el laboratorio de la Fundacion
Carlsberg. Desde entonces, el analisis de nitrdgeno por
Kjeldahl es una medida clasica en quimica analitica y ha
sido extensamente usada durante los pasados 130 afios. La
continua aparicion de nuevas evidencias y novedades
justifica su valoracion. El método de Kjeldahl implica una
digestion acida y destilacion. En el método original, se usa
acido sulftirico solo como medio de digestion. El método
de Kjeldahl se ha aplicado a casi todas las formas de
nitrogeno organico a través de varios pretratamientos y
procedimientos modificados.
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Diferentes reactivos o combinaciones de reactivos han
sido usados para conseguir la descomposicion de la
material por el acido sulfurico (11), que transforma
cuantitativamente la materia organica a iones amonio. Una
digestion eficiente se asocia (21) con una serie de factores
tales como digestor, temperatura de digestion, relacion de
acido a sulfato potasico, catalizador, tiempo de digestion o
uso de peroxido de hidrogeno. Las condiciones de la
digestion se ajustan conforme a la concentraciéon de la
muestra y al tipo de material a ser analizado. El uso de un
catalizador en la digestion de Kjeldahl acelera la oxidacion
y completa la digestion permitiendo la determinacion de
nitrogeno consecuente. El mercurio (su uso estd
declinando debido a consideraciones ambientales), selenio
y cobre son los catalizadores elegidos, aunque para
algunas aplicaciones el titanio ha encontrado algun uso.

El procedimiento puede definirse en términos de
alicuota de muestra (macro, semimicro o micro) y por el
método de ensayo del amonio generado, i.e. valoracion
acido-base o acabado instrumental. Los métodos
semimicro y micro han reducido considerablemente el
tiempo requerido para la determinacion. Tiempos de
digestion cortos asociados con la maxima recuperacion de
nitrogeno pueden lograrse usando una metodologia basada
en el disefio experimental y en las superficies de respuesta,
con procesos de digestion con microondas, y con la ayuda
combinada del acido sulfurico-peroxido de hidrégeno sin
catalizador (11).

La cuantificacion del amonio destilado se logra
generalmente por valoracion; el amoniaco es absorbido en
un exceso de acido borico (22), seguido por valoracion con
un acido estandar en presencia de un indicador apropiado
(e.g. indicador de Tashiro: rojo de metilo al 0,1 % y azul
de metileno al 0,1 %). El advenimiento de analizadores
automaticos de nitrégeno por combustion en los ultimos 20
afios ha comenzado a reemplazar al método de digestion
de Kjeldahl porque son menos laboriosos. Sin embargo, el
método de Kjeldahl puede llevarse a cabo con recursos
limitados; la determinacion de nitrogeno por el método de
Kjeldahl no requiere dispositivos costosos o técnicas
especializadas, y es preciso y exacto (11). El método de
Kjeldahl se utiliza para la calibraciéon de otros ensayos de
proteinas; es todavia el método de referencia primario para
el analisis de proteinas.

El método original tal como lo presentd Kjeldahl ha
sido objeto de continuas mejoras. Hoy dia, los sistemas de
digestion ofrecen seguridad tanto desde una perspectiva
personal como desde un punto de vista medioambiental.
La velocidad y versatilidad del método se ha incrementado
asi como simplificado el procedimiento analitico entero.
Un amplio rango de bloques (blocs) de digestion, unidades
de destilacion y autoanalizadores estan disponibles hoy dia
(23-25). Los laboratorios cuya frecuencia de uso del
analisis de nitrogeno por Kjeldahl no justifican la compra
y mantenimiento de un equipo automatizado pueden
beneficiarse de la aplicacion de los métodos manuales. La
determinacion del contenido de nitrogeno es un analisis
frecuentemente llevado a cabo en la industria y en el
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comercio, y numerosas organizaciones poseen métodos
oficiales.

5. EL ACABADO ANALITICO

El amoniaco puede determinarse mediante valoracion
directa del exceso de acido, o, como el mismo Kjeldahl
preferia (Fig. 2), por un método iodométrico (1, 26),
conforme a las reacciones consecutivas

07 +5T+6H =31,+3 H,0
L +2S,05" =21+ S,05”

La elevada precision de la valoracion con almidén
como indicador permitia a Kjeldahl trabajar con pequeiias
muestras de material, o con una alicuota del destilado. No
obstante, como el diéxido de carbono se encuentra
generalmente presente en el destilado, es aconsejable
hervir la disolucién antes de la adicion de la disolucion
estandar de iodato-ioduro. Por esta razon, este método se
usa raramente hoy dia. Sin embargo, se ha comprobado
que el método iodométrico es preferible al acido-base en la
microdeterminacion de nitrdgeno porque el riesgo de
desplazamiento del punto final por la absorcion del
didxido de carbono es mucho menor.

La valoracion del amonio absorbido en disolucion de
H;BO; fue propuesta por primera vez por Winkler (27)
que comenta

“Boric acid is indeed such a week acid, that its solution
does not cause a noticeable colour change of certain
indicators. Ammonia is, however, completely fixed by it,
provided that a suitable excess of acid is present.”

Una de las ventajas de esta eleccion es que solo se
requiere una disolucion estandar como valorante, bien HCI
o H,SO,, obteniéndose los resultados de la valoracion
directamente. Cuando se recoge el amoniaco en un exceso
de acido fuerte, HCl o H,SO4, se requieren dos
disoluciones estandar, la de NaOH y la del acido,
obteniéndose los resultados de manera indirecta.

Cuando se usa acido boérico en lugar de un disolucion
estandar de 4cido para recoger el destilado (11, 28), se
evita el uso de una disolucion estandar alcalina. Esta
disolucion es vulnerable a la absorcion del dioxido de
carbono atmosférico y subsecuentemente cambia su
molaridad. Ni la cantidad ni la concentracion (sobre el 4
%) del acido borico ha de ser precisa. En la modificacion
de Winkler por tanto, el NH; se recoge en un exceso de
acido borico

NH; + H;BO; = NH;" + H,BO5” (1)

El borato formado se determina por valoracion con

HCI estandar, requiriendo un mol de HCI1 cada mol de NHj3
H,BO, + H' = H;BO; )

La disolucion en el punto de equivalencia contiene una
mezcla de dos acidos H3;BO; y NH4CL, por lo que un
indicador que vire en la region de transicion acida (pH 5-
6) es satisfactorio.

La constante de equilibrio de la reaccion (1) viene dada
por
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K — 1,H3BO; —

eq K

I,NHy

10—9 24

oo =128

Aunque esta constante de equilibrio es baja, la fraccion
de amoniaco convertida en idn amonio se incrementa con
la diferencia de concentraciones entre el acido borico y el
amoniaco. Sin embargo, el acido clorhidrico valora tanto el
ion borato correspondiente a la reaccion (2), como el
amoniaco que no es convertido en i6n amonio en la
reaccion (1).

H,BO, + H' = H3BO;
NH; +H" = NH,4"

siendo la suma de los dos equivalente al amoniaco
destilado.

Se han deducido las ecuaciones rigurosas
correspondientes a las curvas de valoracion de las
valoraciones directas y por retroceso del amoniaco (29),
junto con sus curvas derivadas. El pH,, se incrementa en la
valoracion por retroceso del amoniaco (cuando se recoge
el destilado en exceso ya sea de acido clorhidrico o de
acido sulftrico) con hidroxido de sodio, conforme la
concentracion de amoniaco disminuye, alcanzando el valor
de 7 correspondiente a la valoracion de un acido fuerte con
una base fuerte cuando la concentraciéon de amoniaco es
cero. El pHe, en la valoracion con 4cido clorhidrico del
amoniaco recogido en exceso de acido bdrico permanece
practicamente igual y proximo a 5,2.

Las dos opciones, valoracion directa y por retroceso,
consideradas desde un punto de vista tedrico, suministran
buenos resultados analiticos (29) si el valor de pH en el
punto final es proximo a 5,2. Cuando se utiliza un acido
fuerte para recoger el amoniaco es necesario conocer de
antemano la cantidad aproximada de amoniaco a destilar,
para que el acido se encuentre en suficiente exceso.
Cuando se utiliza acido borico en gran exceso para recoger
el amoniaco destilado, no debe excederse la temperatura
ambiente de cara a evitar la inestabilidad de las
disoluciones de borato aménico.

Algunos problemas pueden experimentarse en la
practica como consecuencia de que el sistema
experimental se aparte del modelo tedrico seguido mas
arriba, dado el comportamiento del acido boérico en
disoluciones  concentradas, al originar  especies
polinucleares (28, 30). Recientemente se ha propuesto un
método potenciométrico, basado en el método de Schwartz
(31) que conlleva la linearizacion de la curva de valoracion
y la determinacion consiguiente del punto final.

6. WILHELM JOHANNSEN Y ASPECTOS
BIOGRAFICOS DE KJELDAHL

Wilhelm Johannsen (1857-1927), farmacéutico,
redactd el obituari de Kjeldahl, publicado primero en
aleman (32) y trasladado luego al francés (33) e inglés
(34). Johannsen, uno de los fundadores de la ciencia de la
genética, fue en sus inicios ayudante en el departamento de
quimica del Laboratorio Carsberg bajo la direccion del
quimico Johan Kjeldahl, y es muy conocido ya que acufi6
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(35, 36) el término de gen en 1909. Oesper (37), Veibel
(38), Szabadvary (14), Ottesen (39), Burns (2), Rancke-
Madesn y Chalmers (40), Szabadvary (41), Pérez-
Bustamante (42) y Sella (43) han dado detalles de la vida
de Kjeldahl. Kjeldahl fue elegido miembro de las
academias cientificas de Dinamarca y Christiania
(Norwegian Academy of Sciences and Letters), y recibio
un doctorado honorario de la Universidad de Copenhagen
(2, 37).

7. COMENTARIOS FINALES

A pesar de su antiguiedad el método de Kjeldahl
conserva su importancia. Conviene resaltar que Kjeldahl
llevaba a cabo el acabado analitico mediante una reaccién
iodométrica. Kjeldahl (como Nessler) ha sido verbalizado,
un honor raramente asociado a un quimico (38). Todos los
quimicos comprenden lo que significa cuando se dice que
una sustancia ha sido kjeldalizada (2, 38), o que uno
kjeldaliza una muestra (44). Kjeldahl fue antecesor de
S.P.L. Sérensen como Jefe del Laboratorio Carlsberg de
Copenhague, que introdujo la notacion de pH (44, 45).
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