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INTRODUCCION 

.Los alimentos que .consumen .i:anto los seres humanos como los ani­
.males, están compuestas principalmente de proteínas, .. c:arbohidratos Y 
g;asas. El gr.upo :c:nás ;importante de ·.estas -substancias· lo constiruyen las 

. proreínas .que .con .su inestabilidad .química y complejidad de · ias molécu-
las, resultan esenciales para el fenómeno de la vida ya que el protoplas­
ma .se forma .a base de oesros compuestos. Algunos ·animales pueden sub­
sistir con una dieta de proteínas, forn)ando de éstas las grasas y carbohi­
dratos que necesitan. 

Resalta por tanto la ·importancia primordial que tiene la determina­
ción de prótidos en aH1nenros de todas clases. Desgraciadamente no con­
cuerda .. con esta importancia Ja -facilidad y precisión de los métodos usa­
dos para dicha detern~inación, que se basan en la conversión de los com­
puestos de .nitrógeno en ·sales ·minerales de amonio, seguida por el cuanteo 
de este último. 

A ·base del a1noniacc encontrado se calcula su contenido de nitró­
geno y de ¿-,;te se deduce la c:>nridad de prótidos que corresponden. me­
diante el uso de Í<lctores enipíricos que difieren ligeramente para cada 

. clase especial de alimentos. Dichos factores se calculan a base de los 
corre~pondientes contenidos de nitrógeno de las proteínas, que varían de 
15 a 17.6'lf•. Las proteinas vegetales tienen un contenido de nirrógeno 
ligeramente mayor del p•·omedio y las proteinas animales algo menor, 
siendo e( promedio de 16'00, con el que In fórmula p:ira calcular prótidos 
a base dc.l contenido de nitrógeno re.:oultaría N X ó.25, ·siendo este último 
factor el n~ás usado. 

En el método explicado se prescinde del nitrógeno que pueden i:ener 
los alim..!ntos sin estar cont:enido er. los próticios, que .aunque por ·lo 
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general es en cantidades pequenas en algunos alimentos especiales, como 
son las setas y las trufas,. sí puede tener impo1·tancia: hacíe=ndo- muy pocos 
precisos los resultados de esta determinación. 

No ha sido el objeto de este esti.,Jdio eliminar todos los inconvenien• 
tes de los métodos usados en la determinación de prótidos, lo que solo 
se conseguiría elaborando· un ni.étodo más directo, pero si ha sido posiblé 
encontrar una simplificación apreciable para el cuanteo del amoniaco 
formado, basándose en los razonamientos que se indican a continuación. 

Para la determinación de nitrógeno en materiales orgánicos, ya sean 
compuestos individuales puros o mezclas, combinaciones (como son los 
alimentos)' etc., se conocen varios procedimientos de los cuales es el de 
Dumas el más preciso y consiste en quemar la sustancia en un tubo de 
combustión ordinario, en ambiente de C02 y recoger sobre~ potasa los ga­
ses desprendidos, observando ciertas precauciones. Los gases están cons­
tituídos por C02 , vapor de agua y nitrógeno; el primero es absorbido' por 
el álcali, los vapores de agua son condensados y el nitrógeno se mide vo­
l umétricamente. 

El tiempo de trabajo es de 2 a 3 .horas, siendo n.,cesaria una vigilan­
cia continua .en todas las fases de la determinación. 

Con el método Micro-Dttnw.s .el tiempo de trabajo se reduce a media 
hora, pero necesita, además del aprendizaje cuidadoso, una práctica con­
tinua, por lo que resulta poco apropiado para un laboratorista dedicado 
además a otros análisis y que practica esta determinación solo en forma 
esporádica. 

El método de Kjeldahl consisre en efectuar una destrucción de la 
materia orgánica por c;.lentamiento con ácido sulfúrico, erí· presencia de 
catalizadores, para acelerar la operación en la que se forma sulfato de 

. amonio, que se descompone por tratan1iento con un álcali desprt>ndiendo 
amoníaco, que se destila y valora volumétricamente . 

. Los . incon\'.enientes de este método son, el molesto desprendimiento 
de gases al ni.ineralizar la n1ateria orgánica y lo lento de la operación. 

Los inconvenientes del Micro-Kjeldahl son los mismos apuntados al 
referirnos al Micro-Dumas y son debidos a ·Ja delicadeza de las opera­
ciones. 

El método de Nessler ni.ide colorimétricamente l·a cantidad de amo­
niaco formado. Como reactivo se usa una disolución c;:Ie yoduro mer­
cunco en yoduro de potasio, que con el amoniaco da un compuesto .co­
lorido. Este método se utilizaba usando los ·conocidos tubos de Nessler y 
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comparando direcramente con una escala colorida lo c_-ue ciaba h.1enr 
a errores personales a veces muy elevados. 

·-- _A_ctualmente se dispone de colorímetros foro-elécrricos, con lo que se 
elimina el error personal y por esto se ha pensado en lo que constiruye 
el objeto del presente estudio: utilizar para la determinación de prótidos 
un procedimiento que aproveche las ventajas de la mineralización por 
el método Micro-Kjeldahl y abrevie la segunda fase o sea la determiFla­
ción del amoniaco formado, utilizando para esto la nesslerización. 

Se ha hecho especialmente· un detenido esrudio de la mineraliza­
c::1ón de las harinas de maíz mediante los ácidos sulfúrico y perclórico y 
de la subsiguiente determinación del amoníaco formado, por destilación 
y nesslerización, siguiendo en todo las ideas y valiosas orientaciones del 
Dr. F. L. Hahn, a quien se debe todo el mérito que pueda tener este 
trabajo, lo que nos complacemos en hacer público con nuestro personal 
agradecimiento. 
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CAPITULO SEGUNDO 

.LA MINERALIZACION DE LOS ALIMENTOS. 
LOS. METODOS CONOCIDOS 

Todos los métodos que se usan para la mineraliZación de los alimen­
tos tiene por objeto la destrucción de la materia orgánica, por oxidación, 

.·y· la transformación de los con"lponentes inorgánicos .en sales minerales. 
El oxígeno necesario para la destrucción de la materia orgáitiCa ·se óbtiene 
del aire, si se cálcina el producto, o de sustancias oxidantes que p~eden 
ser sólidas, como oxilita, me=clas de nitrato de potasio y carbonato de 

. sodio etc;, ·o líquidas entre ras· cuales est:ó.n los ácidos nítrico o sulfúrico 
concentrados. 

Como e1 presente estudio se refiere a la determinación de proteinas 
"'n los alimentos, ·es natural que en es.te caro no puede emplearse para 
la mineralización ningún oxidante que. contengan nitrógeno y como por 
otra parte en los métodos por calcinación o por vía seca existe la posi­
bilidad de que sé 

0

produzcan pérdidas de nitrógeno, en fon.;;,a de óxidos 
·volátiles, en 16 que $igue vamos a trat.ar ex~lusivamente de los mét;dos 
·de mineralización por vía hún"leda que utilizan con"lo oxidante. el. gcido 
sulfúrico. 

En estos métodos de mine.ralización se pueden. diferenciar dos fases: 

a) Carbonización de la materia orgánica, con separttción del grupo 
amígeno forn"lándose .:.rr.oniaco que se fija en fon.f1a. de sal de amonio. 
·Para ,esta reacción no hace falta ::tñadir reductores ya· que el- exceso de 
hidrógeno, producido por la descomposición de la materia··orgánica¡·actúa 
;:iun en presencia .. del oxidante fuerte: que es el ácido sulfúrico conc::en­
trado y caliente ... 
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b) Destrucción del resto de materia orgánica, por una segunda oxi­
dación más enérgica; en ella el carbono y el hidrógeno se pierden coma 
anhídrido carbónico y agua respectivamente, mientras que el nitrógeno 
se mantiene con"lo sulfato de amonio, del que más tarde se libera amo­
niaco por un tratamiento alcalino. 

Como el proceso de mineralización empleando ácido sulfúrico sola­
n"lente, como se hacía en los µrimeros métodos, resultaba demasiado len­
to, se estudió la forma de acelerar la reacción por distintos procedimientos 
que se pueden agrupar en tres clases principales: 

1-Métodos en los que se acelera la reacción por el empleo de cata­
lizadores, siendo los más empleados con este objeto el mercurio metáli­
co, el óxido de mercurio, los sulfatos de cobre o hierro y el selenio en 
forma elemental o de óxido. 

2-Uso de sustancias que tienen la propiedad de aumentar la tempe­
ratura de ebullición del ácido sulfúrico, con lo que se puede verificar la 
reacción .a una temperatura más elevada, disminuyendo el 'tiempo nece­
sario para la misma. 

3-Empleo, para la segunda fase -de 1.a operación, de otros oxidantes, 
cu union del ácido sulfúrico, para conseguir una reacción nuis rápida y 
enérgica, como son el persulfato, el agua oxigenada, o el ácido percló­
rico. 

El método usado aquí para la mineralización de harinas de rnniz, 
utiliza el ácido sulfúrico, con el ácido perclórico. Este último destruye 
al carbón formado en la primera parte de la reacción, o sea en el ,trata­
miento con el ácido sulfúrico, y oxida el resto de la materia orgánica. 

Los .pasos <JUe se siguen son: 

Se pesan 2.5 gr. de harina, usándose precisamente esta cantidad para 
facilitar ·las operaciones numéricas posteriores, y se colocan en un pe­
.quefio matraz de Kjeldahl. Se les agregan unos 5 mi. de ácido sulfúrico 
'-Concentrado y se calienta hasta completa carbonización de la materia or­
gánica. Una vez conseguido esto, se enfría el matraz y se añaden. unos 
5 .mi. de ácido perclórico. Se inicia de nuevo el calentamiento muy suave 
,y.,la masa negruzca y gca.nulosa que se obtuvo al calentar con ácido sul­
fúrico, .va adquiriendo primero una consistencia pastosa y luego liquida, 
cambiando el color a rojo anaranjado, amarillo e incoloro. En este mo­
mento se suspende la operación. 

De este ·rnodo se logra primero, por el tratamiento ·por el ácido sul­
fúrico, la transformación del nitn'\geno orgánico en sulf'ato de amonio, 
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en tanto que el ácido perclórico destruye por completo Ja materia or­
gánica sobrante. 

Corresponde a Ernest Kahane (Bibl N,• 2) el mérfro ele hal;er estu• 
diado e indicado las condiciones bajo las cuales el uso del ácido perclO­
rico, con~o oxidante en tales reacciones, no implica peligros. Enconrró 
que practicando primero una desintegración de material orgánico median­
te el ácido nítrico concentrado, seguida de ia oxidación completa con el 
ácido perclórico o con una mezcla de éste con el sulfúrico concentrado, 
no se producían explosiones. 

Como ya hemos dicho que en nuestro caso no se debe usar como oxi­
dante el ácido nítrico, se estudió la posibilidad de conseguir la primera 
fase con el ácido sulfúrico sólo, agregando luego el perclórico. En nin­
gún caso se han observado una descomposición violenta. difícil de con­
trolar, o explosiones; pero es indispensable el ataque previo con ácido 
sulfúrico sólo, pues cuando hemos us.ado desde la primera fase, !a mezcla 
de sulfúrico y perclórico, se produjeron detonaciones fuertes al iniciarse 
el calentamiento. 

Otra de las precauciones que se deben tener en la utilización de 
este método, también indicada por E. Kahane, es la de suspender la 
operación cuando se consigue un líquido incoloro, pues si se conrinúa el 
calenramienro, la solución vuelve a adquirir un color amarillo inrenso 
decolorándose luego definitivamente y los resultados que se obrienen son 
bajo en nitrógeno. La aparición de esta nueva coloración puede deberse 
a la exisrencia de compuestos orgánicos simples, solubles en ácido sulfú­
rico, que solo se destruyen mediante una nueva carbonización y oxida­
c1on. Quizás en esta nueva reacción el ácido perclórico forme con la 
materia orgánica óxidos menores de cloro, que con el amoniaco dan pro­
ducros de sustitución inestables, Y que se descomponen formando nirró­
geno elemenral, lo que ocasiona los resultados bajos en el cuanteo. 
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CAPITULO TERCERO 

La determinación de prótidos por Kjeldahl y Nessler. 

a) Discusión teórica. 

Para. la determinación de prótidos, cualquiera que sea el método em­
pleado, se empieza primero por la mineralización de la sustancia orgá­
nica procediendo después al cuanteo de la sal de amonio formada. 

Como en el capítulo anterior ya hemos hablado de la mineraliza­
ción de los alimentos, vamos a referimos ahora a la segunda parte o sea 
al cuanteo de la sal. 

Dos han sido los métodos estudiados: el de Kjeldahl y el de Nessler. 
En el primero se puede dividir esta segunda parte en dos fases: 

,!.-Destilación del amoniaco. 
2.-Determinación del an~oniaco en el destilado recolectado. 

Para la destilación del amoniaco se procede de la manera siguiente: 
Una vez conseguida la transparencia en la solución mineralizada se en­
fría el matraz, se diluye su contenido con agua, se agrega luego solución 
de. hidróxido de sodio en cantidad suficiente para que la reacción sea 
fuert~ente alcalina y se destila el amoniaco formado, recogiéndose sobre 
una C:aQtida_d conocida de un ácido valorado. 

Vari_as .son las precauciones necesarias para evitar los posibles erro­
res de esta destilación. 

Al agregar la solución de hidróxido de sodio, debe hacerse resbalar 
por las paredes del matraz a fin de que se acumule en el fondo y se for­
men una capa superior ácida y otra inferior alcal_ina, lo que previene un 
desprendimiento de amoniaco antes de que esté conectado el aparato. 
Como todas las soluciones alcalinas,' ésta tiende a hervir tumultuosamen-
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te, lo que se evita agregando gran~Ha de Zn, para que el bui-bujco de 
hidrógeno que se desprende regule la ebullición. En caso de que en la 
mineralización se haya usado coni.o catalizndor el mercurio, se prescribe 
ag¡egar sulfuro de sodio o potasio, o lo que es ni.ás cóni.odo, tiosulfato de 
sodio (que se descon1pone con las sales de metales pesados en soluciones 
:::.!c:::.!inas) para forn1ar el sulfuro de mercurio y evitar asi que se retenga 
amoniaco en forn1~ Je co1npuc~tos n1ercúricos aminados. 

Sin embargo e~ta precaución no es necesaria si se usa granalla de Zn 
para aplacar la ebullición, ya que el Zn es un fuerte reductor y hace 
que se deposite 1nercurio metálico, in<pidiendo asi la fonnación de dichos 
compuestos. 

Una dificultad muy conocida de esta destilación, es la posibilidac.1 
del arrastre de pec¡ueA.as gotas de solución ele hidróxido ele sodio que al 
incorporarse al destilado; reaccionarían con· el· ácido valorado determirián­
dose un contenido de amoniaco mayor del real. 

Para evitar esta fuente de errores, varios autores aconsejan - a]cal.ini­
::a-r'· ]h solUción con- óxido de magnesio en lugar de sosa cáustiCa:t aducien~ 
do-que ·la· magnesia es un álcali menos ·fuerre que la··sos'1,. pero aun ha~ 
ciéndolo--así ·sigue· existiendo Ja posibiliúad de que la· ebullieión de l::i. so­
ludón· arrastre· una suspensión de magnesio que al reaccionar con el áéido. 
h'1ria · falsc~s ·los ··resufr3dos· de la tiruiación del arnoniaco. 

La solución real y efectiva del problema consiste por ló tanto, en 
evitar·· en• absoluto··c¡ue los vapores nri·astren goritas del líquid; en ebu­
llición.: Para· este· efe<>ico ·se usan Iris conocidas alargaderas o. trampas. de 
gotas, formadas por bulbos de forn1a esférica o cilíndrica con tubos- de 
entrada y salida para· el vapor t:r: ·forma curva o de T, que proyectan el 
chorro de· vap<>r. cont.rm,la superficie intc1·ior <.le la trampa, dríndo lugar a 
la. condensación . .de las .. gotita& sobre· ]3s paredes de la misrna .y su .. elimi­
nación .. con_ el .. líquido de reflujo. Estas trampas presenran. el· inconve~ 
niente_de que su eficacia -est:í. en relación direcra con· su. superficie; ya•· 
q4e; .·et.tanto. mny9r. sea· ésta será in::\s efectiva la condensación de· gotitas·· 
de líquido, pero por otra parte al· ser mayor la superficie.de las- paredes·­
aumenta. también. el. volumen. inerte· o. nocivo del aparato y esto nos•obli­
ga a prolongar el tiempo de destilación para la recolección. completa--deI· 
arr¡.oniaco. y con. ello· se hace. también mayor·· la .cantidad ele solución ·re­
colectada. que, al estar m::ís .. uiluída, dificulta la:observación del vire en· la· 
tit~lación final. . 

Ya hace tiempo.Se ha. conseguido subsanar.por compléto:este·incon-­
veniente, introduciendo una .trampa suni.amente:·eficiente :para-la:s~goi:as ·en·· 
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e!' -interloro del' cuello· del rrmtta2· de· destilfü:ióri, procedi'mie'nto que· se ha 
usado, también· en··esl:e'-··estudfo. 

El">dispb:;i:i·.-c-c0nsta··dc ·d<'>s· tubos·· concéntricos de vidrio· pyrex; cuyas· 
<li'rnensiones" dependen del; tan-..año · del · matraz· de· <lestilaci6n- que· se· 
use.'· Los ttes tubos; es-·decir; el cuello del· mat:raz- y lds ·dos tub'os de' la 
rrampa,'-c!eoon··est-ar-·lo ·más ·¡:iróx~mos· posiblC··para·aunienrar lá velocidad·· 
débpa.-o- del- vapor y dejar-·<+ mayor" espacio para la parte· más importante, 
G. (flg. 1 ),. en ,]a: que- van· los ·"aniHos··de Rascb'ig" que están· fo'rrnados·. 
por tro::os de un tubo delgado de vidrio, cortados a una longitud' igliaf·a 

. stt• -diámene>, con· los: que-· se·· llena• por completo el tubo C; estos· "anillos" 
po1·-·sus; pequeñas dimensk~nes· se colocan irregularmente y de este modo 
se>·consigue que ·eL vapor a• su··paso por· el tubo choque con un sinnúmero 
de.superficies.- El tub'-> exterior de- In trnmpa D, esta'"provisto de orificios 
de: 4' mn-..~· F, que sirven •para· la-· entrada dé· vapor y· dé una pequeña· bo­
quilla: P; con:abert:nra de 1 n1m.· en el· fóndo, para el regreso al matraz 
de·· lasngorns·· condensadas. 

El.·.vapor-sube,por el· pasaje- exterior· G, pasa a través de· los orificios­
F,- .desciende :por ·el· 'tubo intern1edio H ·y por último asciendé ·a. través dé 
los:aniHos:>que•llenan el'an~plió tubo central C, donde, como he1nos dicho, 
Se'. produ-cen: innumerables· choques antes de que el vapor salga por el 
tubo--. E~ Lacpequeña: -cantidad 'de- liquido condensado regresa al matraz 
a través de la punta capilar P. . 

Los·-·e1u'3yos,.de' efiÍiienei:i·• practicadós; han demostrado que, usando . 
.:stá trampa; no pasan ni huellas de hidróxido de sodiO al hervir una so­
lución- nornurl <le ·éste .con grannllH de Zr1, 

z.:__La. d~tcrnlinaci<jn. del amoniaco forrnado y tlcsríladt>. 

Para evitar>· que· en- la destilación dd amoniac'> formado se. pierdan 
partes,·de•éste·, .se recibe usaulmt!nte en· un volu1nen medido de .ácido. va­
lorado, introduciendo ligera1ncnte la parre ·inferior del refrigerante dé cori­
dcr1sación en el ácido; es córnodo y c.._1nveniente alargar para este fin el 
extren-..o del refrigerante m<!<liante un tubo estirado- (fig. 2) .~ 

Conviene agregar al recipiente recolector unrrs--gotas. del indicador 
que debe usarse en esta titulación (rojo de 1netilo; ·véase adelante), para' 
observar si se conserva en- éste la reacción ácidn; ·.pcin supuesto, si en un 
n1omento cercano ya al fin de la operación, llega a establecerse reacción 
alcalina, esto no implica el religro ele- pérdidas de amoniaco; ya que en .. 
este 1nomento el volumen ·recolectado· es siempre "sufil::iente para ·disal-:. · 
ver el pequeño exceso de nn1on;aco que ya·'no se Vo}a·rizn. 
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La operac1on. se termina retitulando el exceso de ácido o, si se pro­
duce un pequeño exceso de amoniaco, titulando inmediatamente éste con 
la .cantidad necesaria del mismo ácido valorado. En cualquiera de los 
d.;s casos, las propiedades de la solución exactamente titulada deben co­
rresponder a una disolución de sal de amonio pura (cloruro o sulfato) 
sin exceso de ácido o amoniaco, ya que el producto que se forma en la 
retitulación de un exceso de ácido o de sosa (cloruro o sulfat:o de sodio) 
es una sal neutra que no influye en la reacción o sea en el pH de la so­
lución final. 

Es importante discutir el problema del cual de los indicadores cono­
cidos y recomendados para practicar la titulación, corresponde en sus 
propiedades a la exigencia de que. vire lo n1ás cercano posible al pH de 
una solución de cloruro de amonio de la concent:ración aproximada que 
se obtiene en el proceso descrito. Es de anotar que el único indicador que 
se ha usado en tiempos pnsados para esta titulación es la Heliantina (nom­
bre breve ·para el anaranjado de metilo), en tanto que se sabe hoy en 
día que es preferible el rojo de metilo; la indicación que proporcionan 
algunos autores de que ambos indicadores pueden usarse indistint:amen­
te no puede ser correcta ya· que entre sus vires hay una diferencia de 
una unidad. entera de pH, de modo . que solamente uno de ellos. ~uede 
ser recomendable. Daremos a continuación las razones por las que .este 
indicador correcto es el rojo de metilo. 

El pH que existe en la solución de una sal formada por una base 
débil con un ácido fuerte depende de la constante de disociación de la 
base, que se conoce con toda la precisión de~able y, en menor grado, de 
la concentración de la sal disnelta. Este último factor no es de importancia 
tan decisiva que la concentración deba conocerse exactamente; es sufi­
ciente saberla con la aproximación realizable en nuestro caso. 

Las fórmulas q.1e: determinan la concentración de iones hidronio y 
el pH en el caso de referencia son: 

h = \1-w. c. 
1 y por consiguiente: 

Kb 

pH = '/2 (p-W - log C. pKb) 

en las que significan respectivamente: 
Vi - el producto de ionización del agua o sea l0-1

• 

pW¡ - ;su log negativo o sea 14 
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K., - la constante de disociación de la base de .referencia que es . 
1.17 X .10...:> t=n el c:::so del amonia.:o. 

pKb - su log negntivo o sea 4.76 
C. - la concentración molar o lo normalidad de la sal disuelta. 

Si al fi:Qal de la destilación tenemos un volun-,en de 100 ml. de li­
quido y si en ellos existe la cantidad de amoniaco correspondiente a 20 
ml. de ácido 0.1 N neutralizado, tenemos en la solución de titulación 
en el punto final una concentración de 2 X 10-2 normal igual a N/50; 
para formarnos un concepto acerca de la variación producida en el pH 
porc diferentes concentraciones de la sal, se indican a continuación los 
valores del pH que corresponden a la indicada y a concentraciohes mayo­
res y menore:;. 

Concentración en cloruro <le amonio 
pl-1 

N/25 N/50 N/100 N/200 
5.31 5.46 5.61 5.76 

'El -ibjo' de in.etilo· es. pui-an-,ente amarillo en. soluciones c_uyo pH es 
mayor de 6.2 y completamente rojo en soluciones cuyo pH es menor de 
4.4; de esto se deduce que en todas estas concentraciones indicadas, una 
sal de amonio con i:..n ácido fuerte colorea al rojo de metilo .a un, tinte in­
termedio; la solución N/ÍS corr~~ponde exactamente al · "pH. de serni­
transformación" del indicádor, en el cual la forma amarilla y la roja 
cóexisten en cantidades iguales, en tanto que en las soluciones más .dilui­
das prevalece algo la forma amarilla (en la solu.ción N/100, dos partes 
de amarillo por una de rojo). 

Es erróneo por lo tanto el concepto que se encuentra muchas veces, 
de ·que una titulación deba ternlinarse con el "vire completo". del indi­
cador; en nuestro caso nos hallamos en el punto de equivalencia si el 
indicador torna u1-, tinte intermedio. Si se retitula un exceso de ácido, 
lá' operación puede terminarse ·tan pronto como se aprecie una transfor­
mación notable del rojo al anaranjado (si una gota produce un color pu­
ramente amarillo, una parte de esta gota ya significa . un exceso de ál­
cali); titulando con ácido puede tertninarse la operación tan pronto como 
se note el prin"'ter tinte anaranjado, difere;,.te del an1arillo puro _que tiene 
el indicador en solución alcalina. 

La zona del pH en la que vira la Helianrina es de 3.1 (rojo) a 4.4 
(anaranjado) que al_ con1pararse con los pH calculados. anteriormente. 
para las distintas concen.traciones en cloruro de amonio, nos. indica .que 
ninguna de ellas es capaz de iniciar el vire de este indicador y ni siquiera 
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se logra con una solución normal, que ja.más se obtiene en las operacio­
nes que nos ocupan, ya que su pH es de 4.62. 

Resalt:a de esto que usando en esta titulación Heliantina como in­
dicador siempre se- gasta un exceso, a veces notable de ácido. 

Además, es un fenómeno conocido, que la variación que sufre el 
pH por adiciones de pequefias cantidades de ácido o base, t:iene su má­
ximo en el punt:o de equivalencia (se aprovecha esta propiedad para de­
terminar, con precisió.n extrema, el punto de equivalencia en las deter­
minaciones potenciométricas); por esta razón, el vire de la Heliantina 
no se obtiene solament:e con un volumen incorrecto de reactivo, sino 
además el cambio de coloración es mucho menos brusco y menos percep­
t:ible que con el indicador propio que es el rojo de metilo, que está en el 
punto de equivalencia. 

Algunas veces, en lugar de recibir directamente el amoniaco en un 
ácido fuert:e valorado, se recoge prin>ero en una solución de ácido bórico, 
para disminuir su volatilidad y se tit:ula después el amoniaco mediante un 
ácido fuerte. En este caso, como la constante de disociación del ácido bó­
rico es de 6 X 10-rn (pKh = 9.22), se obtiene para una solución satu­
rada de este ácido de concentración apr~ximadamente O.SN; un pH de 4. 7 
y como est:a solución se diluye con el dest:ilado el pH sería de 4.9 aprO-:. 
ximadamente; éste es· algo más bajo que el producido por las concen­
t:raciones de las· sales de amonio consideradas a·nt:eriorn.,ente y por lo tan­
to al t:itular, usando el rojo de metilo, se puede llegar hasta un color má~ 
rojo, pero todavía no hace virar la H.eliantina, por lo que su uso se~ía 
igualment:e incorrecto. 

Como este tópico tiene bastante importancia, consideraremos finaÍ­
mente el caso t:eórico de que el vire correcto de una t:it:ulación, teni.;n­
do en cuenta las propiec.lades de la sal que se forma, fuese exactamente 
ent:re las zonas de vire de los dos indic.'ldores, rojo de metilo y Helian­
tina, o sea un pH de 4.4. En tal caso, es aconsejable usar aquel indica­
dor cuya zona de vire se halle más cercana a la neutralidad, porque el 
agua, disolvente del compuesto problema, necesit:a también una canti­
dad determinada de ácido o álcali para que se produzca un cambio del 
pH· y esta cantidad es tanto mayor cuanto más lejos nos .encontremos del 
punto de neutralidad; lo que quiere decir que aun en este caso, seria más. 
conveniente usar como indicador el rojo de· metilo. -

Para formarnos una idea de la· diferencia que .;xiste en este caso en 
el empleo· de uno u otro d.e - los indicadc;res cit:ados, b~t:a observar que 
la solución que· consideramos por tener un pH de 4.4 tendría una con-
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centrac1on de iones hidronio de 4 X 10-• mval/ml (el logaritmo negativo 
<le 10-• es 5 y el de 4 es - 0.6, pH = 5 - 0.6 = 4.4). Si queremos que 
este valor suba por ejemplo a4.7,laconcentración tendría que sei: 2 XlO--" 
(pH = 5 - C.3 = 4.7) lo que quiere decir que set"á necesario neutrali­
zar la mitad de los iones H + presentes por adición de 2 X 10-0 mval/ml 
de NaOH o sea 0.02 ml de solución 0.1 N por cada 100 ml de solución. 
Si por el contrarió, queremos disminuir el pH de la solución en la misma 
cantidad, es decir, obtener un pH de 4.1, la concentración de iones hidro­
nio deberá ser en este caso 8 X 10-" mval/rnl (pH = 5 - 0.9 = 4.1) 
y por lo tanto tendremos que agregar una cantidad de ácido igual a la 
contenida en la solución o sea 4 X 10-'• mval/ml o 0.04 rnl de solución 
0.1 N por cada 100 ml. Vemos pues que en el caso estudiado se necesita 
el doble de cantidad de reactivo si nos alejamos de la neutralidad que si 
nos acercamos a ella. 

Teniendo en cuenta que esta variac1on de 0.3 en el pH es la varia­
ción mínima que se puede observar con seguridad por el cambio de color 
del indicador, se deduce también de lo anterior la importancia que tiene 
no emplear un exceso muy grande de ácido, para disminuir los errores 
que se pueden cometer en la retitulación del mismo. Si suponemos, COtnO 

lo hen"los hecho, que el nitrógeno transformado en amoniaco equivale a 
20 ml de solución O.lN y que el exceso de ácido es de 10 ml, el error· 
posible, empleando el. rojo de metilo como indicador, no será mayor de 
0.002 ml de solución 0.1 N o sea un 0.01% que puede despreciarse. En 
este mismo caso, si se emplea como indicador la Heliantina, el error po­
sible sería el doble del indicado. Con un exceso de ácido dé por ejemplo 
50 ml, los errores posibles serían 5 veces mayores, es decir del 0.05 y 
O.l '70 respectivamente. 

1v1ETODO DE NESSLER 

El uso del reactivo de Nessler para reconocer la presencia de amo­
niaco en una solución, es ya conocido desde tiempos remotos. Se basa 
en la formación de un compuesto colorido, en presencia de amoniaco; 
como la intensidad de color varía según la cantidad de amoniaco exis­
ten'Ce, la prueba también se usa como determinación cuantitativa. H:..,y -
en día en casi todos ld's lal::oratorios existen colorímetros fotoeléctricos .con 
los que esta determinación puede hacerse cc;;n gran rapidez y en f~rrna 
muy precisa y por esto creemos de interés hacer u~ esTudio compa~ativo 
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deí:Ia>'.facilidád con--que ·pueden practicarse determinaciones según ·Kjel.­
dahl' '(destilación). y Nessler {colorimetría) y de sus precisiorn:::; relativas; 

:El .r.,-_,,,.,,.ivo ·de· Nessler ·está formrido por el complejo K,HgL. que re­
suh:a::de 1a conibinación del yoduro potásico con el yoduro mercúrico; 
en una. solución fuertemente alcalina· el aion complejo es bastante estable" 

···"'/"arios ·han ·sido- los ·n'l.étodos empleados hasta la fecha para la pre-
paración de este reactivo. Al principio se partía de yodo den'l.ental y 
mercurio puro según las siguientes indicaciones: 

30 g. de yoduro potásico con 22.5 g. de yodo elemental se disuelven 
en 20 ml de agua, se agita la solución con 30 g. de mercurio puro, en­
friándose de vez en cuando bajo la llave, hasta obtener la decoloración 
completa. Se deja reposar y se decanta la solución del exceso de mer­
curio. Debía producir con el almidón un color azul débil (ausencia de 
yoduro mercuroso); si nó, se tenía que agregar gota a gota solución de 
yodo en yoduro de potasio. 

Se diluye luego a 200 mi y agitando se agregan 975 p.1.1 de hidróxido 
de sodio. (e.n una solución al 10'/'o ). Ya bien mezclado se deja reposar 
y se decanta de cualquier precipitado que pudiera. existir. 

Actualmente el método se ha simplificado con la existencia del yo­
duro ·m_ercúdco 'q.p: y el procedimiento aquí utilizado para la prepara-· 
ción de dicho reactivo es: 

30 g. de yoduro de potasio se dis,uelven en 20 mi de agua, se agregan 
40.4 g. de yuduro n'l.ercúrico y se agita hasta disolución total. . Se diluye 
a 200 ml y se vierte sobre 975 "n'l.l de solución al 10'7ó de· sosa caustica. 
Después de bien mezclado se deja repos,,;r y se decanta ... Los precipitados 
que se forman puede deberse a la reacción reversible: 

+2 OH He o + 4 I + H·.2 O 

o a la existencia de huellas de amoniaco en el agua. 
Aunque el reactivo produce también coloraciones con aldehidos, 

alcohol vinílico y compuestos derivados del amoniaco (hexametiltentetra­
mina, alcaloides etc.), si para el empleo de este método se. hace primero 
una mineralización esto no puede dar lugar a interferencias. 

Su sensibilidad es: 
2 ml ·de solución de Nessler producen coloración con 50 ml de agua· 

que contengan 50 gamma" de amoniaco. 
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En condiciones propias, dilución suficiente, se forma con el reactivo 
una coloración amarilla, proporcional al contenido de amoniaco. 

Si la concentración de éste es exagerada, se forman precipitados de 
color café- anaranjado, lo que debe evitarse. 

La solución del reactivo de Nessler bien pre¡..arado, es clara, ligera­
mente amarillenta y n1iscible sin alteración con el agua. 

Se le atribuye la manera de formarse y la constitución que se indica 
a continuación: 

Se desprende de esta fórmula, como ya se dijo anteriormente, que la 
reacción es reversible por un exceso de iones yoduro, por lo que, al pre­
parar el reactivo, se deben seguir exactamente los métodos descritos. 

El reactivo así preparado se usó en la determinación de las proteínas 
en las harinas de maíz en lo forma siguiente: 

Después de que en la mineralización se llegó al primer aclaramiento, 
se dejó enfriar el matraz y se diluyó su contenido con agua destilada hasta 
aforar un ·volumen de SO ml; de aquí se tomó un ml y se llevó a 250, 
con lo que la dilución t:Ótal es de 2.5 g. de harina mineralizados en .... 
12,500 ml. 

Para determinar el amoniaco, se toni.aron 5 ml de la última dilución 
y se les agregaron 2 ml del reacdvo de Nessler; bieb mezclados se midió 
la intensidad del color en el füto-colorímetro. 

Es obvio que para esta operación se puede usar cualquier instrumen­
to de sensibilidad suficiente; el aparato usado en este trabajo era un Leitz 
modelo lumetrón, en el cual el circuito para el foco, formado por un 
transformador de corriente, se sustituyó por un acumulador de tres cel­
dillas, para evitar las variaciones producidas en la intensidad de la luz, 
por las oscilaciones de voltaje de la red de aluni.brado. El filtro usado fué 
de 415 micromicras, o sea el ele color violeta, complementario del color 
amarillo de la solución por medir. 

Para interpretar las medidas de transmisiones obtenidas en el foto­
colorímetro, se procede a la construcción de gráficas; en nuestro caso y 
conociendo el factor de conversión (5.7) de nitrógeno a proteínas del 
maiz, con el fin de evitar cálculos, la curva se hizo tomando como orde-
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nadas las transm1s1ones y como abscisas las gammas de prótidós/ml co­
rrespondienres a aquellas. 

Se part:ió de una solución tipo N/10 en cloruro de amonio y de eUa 
se hicieron las diluciones siguientes: 

a) 0.3 ml/100 = 0.42 mg/100 ml = 4.2 y N/ml = 21.94 y Prótidos/ml 
b) 0.1 ml/ 50 = 0.14 mg/ 50 ml = 2.8 y N/.ml = 15.96 y Prótidos/ml 
c) 0.1 rol/100 =0.15 rr.g/100 ml = 1.4 y N/m! =e- 7.98 y rrótidos/ml 
d) 0.1 ml/250 = 0.14 rog/250 rol = 0.56 y N/.ml = 3.19 y Prótidos/ml 

De cada una de estas diluciones se tomaron 10 ml y se les agregó 
2 rol.de Nessler midiéndose entonces las transmis~Ónes corresp0ndientes: 

a) 15.5% b) 33.0;Vo c) 51.5% d)63.0% 

.Como al añadir los 2 rnl de Nessler se produce una nueva dilución, 
hay que tener en cuenta este nuevo factor para expresar las gammas reales 
de prótidos que existen en cada ml y que serán: 

21.94 X 12 

- 26.4 y de prótidos/ml dil a) 
10 

15.96 X 12 
19.l y de prótidos/ml di! b) 

10 

7.98 X 12 

- 9.6 y de prótidos/ml dil e) 
10 

3.19 X 12 

- 3.8 y de prótidos/ml dil d) 
10 
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b) Comparación de resultados obtenidos. 

Pesada Da toa obaervadoa Datos calculados 
Kjeld Neealer Kjeld Neaaler 

gramoa mi o/o b-ana o/o prótidoa 

1.6045 15.6 46.2 7.7 9.2 
1.4321 14.4 49.3 B.O 8.4 
1.2560 11.6 55.1 7.4 7.4 
1.3472 13.7 44.0 B.1 9.7 
1.3516 12.9 53.9 7.6 7.4 
1.4825 14.3 53.2 7.7 7.6 
1.B219 16.0 51.5 7.0 7.9 
1.1346 12.5 48.1 8.8 8.8 
1.7582 16.7 54.6 7.6 7.2 
1.5334 16.7 50.0 8.7 8.3 
1.3285 13.8 46.0 8.3 9.2 
1.5427 16.8 49.2 8.7 8.5 
1.7492 17.8 51.8 8.1 8.0 
1.6520 16.6 47.6 B.O 8.0 
1.9085 18.4 49.0 7.7 8.5 
1.3548 13.6 44.2 B.O 9.7 
1.4993 14.3 53.2 7.6 7.6 
1.7698 16.9 53.2 7.6 7.6 
1.6521 15.3 50.8 7.4 8.1 
1.5433 15.3 49.2 7.9 8·.5 
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Pea.a.da Dat:o• ob•ervadoa Datoa calculadoa 
Kjeld Neaaler Kjeld Ne .. Jer 

gramos DJI ·'ro t:rana o/o prótidoa 

1.S548 16.0 45.3 8.2 9.4. 
1.6732 18.2 45.0 8.7 9.5 
1.3928 14.5 46.0 8.3 9.2 
1.7654 16.6 so.o 7.5 8.3 
1.8972 17.9 so.o 7.6 8.3 
1.S021 14.1 48.8 7.5 8.4 
1.7324 16.1 51.4 7.4 a.o 
1.6222 lS.7 S0.9 7.7 8.2 
1.9355 17.2 S4.6 7.1 7.2 
1.4207 .1.5.1 46.6 8.5 9.1 
1.3928 14.3 49.2 8.2 8.4 
l. 7217 17.S so.o 8.1 8.3 
l.66SO 16.9 Sl.8 8.1 8.0 
1.2966 13.0 47.6 B.O 8.6 
1.3301 14.3 47.9 8.6 8.9 
1.5432 lS.9 43.9 8.2 9.7 
1.6011 17.3 47.8 8.6 8.8 
1.8244 17.1 Sl.S 7.5 7.9 
1.4460 14.3 S0.8 7.9 8.1 

Las pesadas corresponden al Kjeldahl. El Nessler se hizo en t:odos 
los casos con 2.S g. de harina. 
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CAPmJLO CUARTO 

CONCLUSIONES 

1.--Se describe una modificación a la técnica de mineralización de la 
sustancia orgánica, que es usal en el método de Kjeldahl, que consiste 
en el empleo adicional de ácido perclórico, obteniéndose con ello resul­
tados que concuerdan con los del método original. 

2.--Se desarrolla un nuevo procedimie11to para determinación pr6-
tidos, basado en la mineralización por el método de Kjeldahl modificado, 
seguida de la nesslerización para cuanteo del nitrógeno. Se aplica el pro­
cedimiento a la determinación de prótidos en harinas de maíz y se com­
paran los resultados obtenidos por esa té=1ica con los que da la aplicación 
del método de Kjeldahl, observándose su concordancia. 
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