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Validacion del método Kjeldahl en la determinacion del Nitrogeno Mineral,
mediante el uso de Cloruro Potasio
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La Norma Boliviana NB-ISO.IEC 17025:2018 (Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de ensay
calibracién) permite demostrar la certeza de los resultados obtenidos por un determinado método, por tanto, sea capaz
generar resultados reproducibles, exactos, confiables y adecuados para la finalidad que se requiere. El objetivo del prese
trabajo de investigacion fue validar el método analitico Kjeldahl para la cuantificacion de nitrégeno mineral en suelos, en b
a la Norma Boliviana NB-ISO.IEC 17025. La metodologia incluye la evaluacién de la Linealidad, Limite de Deteccién, Lir
de Cuantificacion, Exactitud y Precision. Fueron utilizados suelos procedentes de diferentes regiones del departamentc
La Paz con diferente pH y textura. De acuerdo con los resultados, el porcentaje de recuperacion del equipo Kjeldahl tiene
96 a 99% de recuperacion y la linealidad del sistema presenté un coeficiente de correlacién de 0.9984 criterio de aceptac
establecido por la norma boliviana. La Exactitud y Precisién aplicados al método en estudio, presentaron valores inferiore
10%, lo que confirma la exactitud y precision de la metodologia empleada por el laboratorio de suelos de la facultad
Agronomia de la Universidad Mayor de San Andrés.

Nitrégeno mineral, validacion, exactitud, Kjeldahl, Laboratorio de suelos, LAFASA.

The Bolivian Standard NB-ISO.IEC 17025: 2018 (General requirements for the competence of testing and calibration
laboratories) allows to demonstrate the certainty of the results obtained by a certain method, therefore, it is capable of
generating reproducible, accurate, reliable and adequate results for the purpose required. The objective of this research
work was to validate the Kjeldahl analytical method for the quantification of mineral nitrogen in soils, based on NB-
ISO.IEC 17025. The work was carried out in the Soil Laboratory of the Faculty of Agronomy (LAFASA) of the “Universidad
Mayor de San Andrés”. The methodology includes the evaluation of Linearity, Detection Limit, Quantification Limit,
Accuracy and Precision. Soils from different regions of the department of La Paz with different pH and texture were used.
According to the results, the recovery percentage of the kjendahl equipment has a 96 to 99% recovery and the linearity
of the system presented a correlation coefficient of 0.9984 acceptance criteria established by the Bolivian standard. The
Accuracy and Precision applied to the method under study, presented values less than 10%, which confirms the accuracy
and precision of the methodology used by the soil laboratory of the Faculty of Agronomy of the “UMSA”.

Mineral nitrogen, validation, accuracy, Kjeldahl, Soils laboratory, LAFASA.
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particulares para uso especifico provisto son
cumplidos.

El laboratorio debe registrar los

P

analitico empleado, la validacion de un método
se realiza con caracter obligatorio cuando se
desarrolla un nuevo procedimiento, ya que es la
confirmacion por examen y da la provision de
evidencias objetivas de que los requisitos
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resultados obtenidos, el procedimiento usado
para la validacion y declaracion acerca de si el
método se ajusta para el uso previsto, es decir, la
validacion de métodos significa comprobar que
el método que se esta utilizando cumple con una
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serie de parametros que seran establecidos, segln
la categoria del método (Montufar, 2009).

El procedimiento empleado se utiliza
para obtener una indicacion de la disponibilidad
de Nitrogeno Mineral. EI método consiste en la
extraccion del amonio por equilibrio, de la
muestra de suelo con KCI 2N y la determinacion
de este ion por destilacion por arrastre de vapor
en presencia de MgO, el mismo es satisfactorio
para la determinacién de iones nitratos, en este
caso de agrega aleacion de Devarda, lo que
permite tener una indicacion de nitrégeno
inorganico (Alvarez & Marin, 2011).

Las principales formas de nitrégeno en el
suelo son: a) organica (generalmente mas
abundante en la parte superior del perfil) formada
por residuos vegetales (incluyendo
microorganismos) y animales en diversos estados
de descomposicién, desde residuos frescos a
humus, entendiendo por este ultimo el material
organico estabilizado por accion de la flora
microbiana; y b) la inorganica, que incluye
principalmente a nitratos, nitritos, amonio
intercambiable y amonio fijado. (Roper & Ophel-
Kelller, 1998).

Entre los parametros de evaluacion se
tiene el % Recuperacion, linealidad, limite de
deteccidn, limite de cuantificacion, exactitud y la
precision.

Segun Montufar (2009), el porcentaje de
recuperacion es el cociente entre la cantidad de
analito medido y el contenido de la muestra. En
el caso de idealidad se obtiene el 100%. En
mediciones puede perderse analito especialmente
en el caso de tratamientos complejos de muestras
con analitos en cantidades traza, dando lugar a
porcentajes de recuperacion menores.

Por otro lado, de acuerdo con Montoya
(2012), la linealidad es la capacidad de producir
resultados proporcionales a la concentracién del
analito en las muestras dentro de un rango
determinado de concentraciones ya sea
directamente o por medio de una transformacion
matematica bien conocida. Segun Montufar
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(2009) el intervalo de trabajo o linealidad de un
método analitico es el intervalo entre los niveles
mas bajo y alto de concentraciones que ha sido
demostrado que puede ser determinados con la
precision y exactitud requeridas para una
determinada matriz.

Con respecto al limite de deteccion,
Montufar (2009) menciona que este pardmetro es
necesario solamente cuando deben tomarse
decisiones cualitativas, es decir si el analito esta
presente 0 no. Este mismo autor, menciona que
el Limite de deteccion (LD) es la mas pequefia
cantidad detectable por encima del ruido de un
procedimiento y dentro de un limite declarado de
aceptacion. Cuando se realizan mediciones a
niveles bajos de analito o de la propiedad
relacionada, como en el andlisis de trazas, es
importante saber cuél es la concentracion mas
baja del analito o el valor de su propiedad
relacionada, que puede detectarse
confiablemente por el método. La importancia de
determinar este parametro y los problemas
implicitos, surgen del hecho de que la
probabilidad de deteccion no cambia
repentinamente de cero a la unidad cuando se
cruza un umbral. Los problemas han sido
investigados estadisticamente con detalle y se ha
propuesto una gama de criterios de decision. La
ISO (International Organization for
Standardization) utiliza como un término general
el “valor minimo detectable de la variable de
estado definida” el cual en quimica se traduce
como la “concentracion neta detectable”. La
IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry) es cautelosa en el uso de “limite de
deteccion” prefiriendo “Valor (verdadero)
Minimo Detectable.

Con respecto a la Exactitud, Montufar
(2009) menciona que para evaluar este parametro
se realiza el analisis de un material de referencia
certificado (MRC), preferentemente con una
matriz semejante a la de la muestra. Solo en el
caso de no existir un material adecuado se puede
realizar un ensayo de recuperacion. Es
recomendable de ser posible, realizar un minimo
de 10 repeticiones del ensayo tres dias
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consecutivos. Se compara el promedio de los
valores obtenidos con el valor de referencia
certificado, teniendo en cuenta la incertidumbre
asociada a ese material. Segiin Montoya, (2012)
la exactitud es la proximidad entre el valor medio
obtenido de un conjunto de resultados y el valor
de referencia aceptado.

Segln la Guia Eurachem (2005), la
“precision” se determina para circunstancias
especificas las cuales en la practica pueden ser
muy variadas. Las medidas de precision mas
comunes son la  “repetitividad” y la
“reproducibilidad”.

El objetivo del presente trabajo de
investigacion fue Validar el Método Analitico
Kjeldahl para la determinacion de nitrégeno
mineral en diferentes tipos de suelos de La Paz
(Bolivia).

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizd en el
Laboratorio de Suelos y Aguas de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Mayor de San
Andrés. Para el desarrollo de este estudio se
utilizaron muestras que proceden de los
municipios de Viacha, Achocalla, Nueva
Esperanza, Puerto Rico, Inquisivi, Caquiaviri,
Santiago de Huata, Batallas, Sapahaqui, Reyes,
Licoma, Murillo, Coroico, Mecapaca, Yucumo y
Taraco. Los equipos utilizados fueron: agitador
magnético, agitador de mesa, destilador de agua,
hidrometro, balanza analitica OHAUS, pH-metro
OAKTON, destilador Kjeldahl BUCCHI Unit K-
350, micropipeta de: 1 ml; 5 ml; 10 ml, bureta
automética. Los reactivos utilizados fueron:
Acido Borico (HsBOs); solucion extractante de
cloruro de potasio (KCI); mezcla de indicadores
(bromocresol y rojo metilo); oxido de magnesio
(MgO); solucion patron de sulfato de amonio
(NH4)2SO4y KNOs; hidroxido de Sodio (NaOH)
0,1N, hexametafosfato de Sodio; aleacion de
Devarda, Carbonato de Sodio, Acido sulfirico
(H2S04) 0,005N. Todos los reactivos utilizados
fueron reactivos analiticos (PA).

Determinacion de nitrégeno mineral
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Se pes6 5 g de suelo en un vaso de
precipitacion al que se agreg6 50 ml de solucién
cloruro de potasio 2N, posteriormente se agito
por 60 min en el agitador de mesa a 250 rpm y se
dej6 decantar por aproximadamente por 60
minutos. En un matraz de destilacion Kjeldahl se
agrego una alicuota de 10 ml junto a 0.2 g de
Oxido de magnesio calcinado y 0,2 g de aleacion
de Devarda. Una vez que se prepar0 las muestras
se llevod a destilar durante 2-3 min en un matraz
Erlenmeyer que contiene 10ml de &cido borico.
Finalmente se titulé las muestras con acido
sulfarico. Fueron utilizados dos blancos. Los
datos obtenidos se reemplazaron en la siguiente
ecuacion:

N@ppm) = (M — B) * N * 14 (V;) x (%) x1000 (1)

Donde el N. ppm = nitrégeno mineral en
ppm; M=ml de acido sulfurico gastados en la
muestra; B=ml de &cido sulfarico gastados en el
blanco; N=normalidad del &cido sulfarico
(0.005N); Vi=volumen del extractante en ml;
a=alicuota destilada en ml; p=peso de la muestra
en gramos.

Validacion del método

Porcentaje de Recuperacion del equipo de
destilacion Kjeldahl

Para evaluar el parametro del %
recuperacion del equipo de destilacion BUCCHI
Unit K-350, se llevo a destilar 1ml de la solucion
patron con 9 ml de KCI 2N més 0,2g de MgO y
0,2g de aleacién de Devarda en un matraz
Erlenmeyer que contenia 10 ml de H3BOs.
Posteriormente se titulé las muestras con H2SO4
al 0,005N. incluyendo los blancos los cuales
consistian en poner dos matraces Kjendhal
agregando todos los reactivos mencionados
anteriormente pero sin la solucion patrén
(Alvarez & Marin, 2011). Los resultados fueron

reemplazados en la siguiente ecuacion:
N (ppm) = (M —B) X N X 14 (2

Donde: Nppm = Recuperacion de
nitrégeno mineral en ppm; M = volumen gastado
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en ml de H.SO4 en las muestras (ml); B =
volumen gastado en ml de H2SO4en los blancos.
(ml); N = normalidad del H2SO..

Linealidad del método

Para el estudio de la Linealidad se prepard
una curva de calibracién de concentraciones
1ppm, 2ppm, 3ppm, 4ppm, 5ppm de la solucion
patron, esta solucion se prepar6 a partir de
1,180gr (NH4)2S04 y 1,805gr de KNO3 para un
volumen de 250ml el cual tiene wuna
concentracion de 1000 ppm de nitrogeno
mineral.

Limite de deteccion (LD)

El Limite de Deteccion (LD) se
determin6 con el valor de nitrogeno mineral
presente en el blanco, se realiz6 4 réplicas al
analisis, con los valores obtenidos se hallo el
promedio de nitrégeno mineral del blanco.

LD=%(B)+329xS; (3

Dénde: LD = es el limite de deteccion; X (B) =
es el valor promedio de los blancos; Sg = es la
desviacion estandar del blanco, 3.29 cuando la
incertidumbre del valor medio (esperado) del
material testigo es insignificante.

Limite de Cuantificacion (LQ)

Para evaluar el Limite de Cuantificacion
(LQ) se determind el valor de nitrégeno mineral
presente en el blanco, se efectu6 4 réplicas al
analisis, con los valores obtenidos se hallo el
promedio de nitrégeno mineral del blanco.
LQ =x (B)+ 10 = Sg (4)

Donde:  (LQ)=es el limite de
cuantificacion; X (B)=es el valor promedio de los
blancos; Sg=es la desviacidn estandar del blanco;
10 que es una constante.

Exactitud

En el caso de la Exactitud se realiz6 la
evaluacion del error relativo y error absoluto.
(Montufar, 2009). Se destil6 5 diferentes
volimenes (1, 2, 3, 4, 5 ml) de la solucién patron
ya descrita anteriormente con 9 ml de KCI 2N
més 0,2 g de MgO y 0,2 g de Aleacion de
Devarda en un matraz Erlenmeyer que contenia
10 ml de H3BOs. Posteriormente se tituld las
muestras con H»SOs4 0,005N. Se realizd 5
diferentes corridas en diferentes dias. Una vez
obtenido los datos, se reemplazo6 en la Ecuacion
2.

Tabla 1. Muestras seleccionadas para evaluar el parametro de Precision del método Kjeldahl

Caracteristica Cadigo Valoracion
pH LAF - 139 Acido 4,17
LAF - 417 Neutro 7,43
LAF - 119 Basico 8,64
Materia LAF - 139 Bajo 1,10
Orgénica LAF - 382 Medio 2,38
LAF - 392 Alto 5,05
Textura LAF - 119 Arcilloso
LAF - 381 Franco
LAF - 139 Franco arenoso

Precision
El pardmetro de Precision fue evaluado
bajo condiciones de repetibilidad como el
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coeficiente de variacion. (Montoya & Montoya,
2012).
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Se selecciond 9 muestras de suelo segun
la clasificacion del pH como suelo acido, neutro
y basico, de igual manera para el caso de la
materia orgénica se escogio de acuerdo con su
contenido; bajo (menor al 2%), medio (2 — 4%) y
alto (mayor al 4%), para el caso de la textura del
suelo no se optaron por muestras con alguna
caracteristica especifica, solo se eligio las
muestras disponibles. (Tabla 1).
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Segln los resultados obtenidos en la
investigacion se obtuvo un porcentaje de
recuperacion que esta dentro del rango de
aceptacion que va desde un 96%-99% de
recuperacion (Figura 1).
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Figura 1. Recuperacién del equipo de destilacion y Linealidad del sistema

Linealidad del sistema

Se trabajaron con 5 concentraciones (1,
2, 3, 4y 5 ppm). Se tom6 como referencia de
aceptacion el valor de R?=0,9984, este valor
significa que los valores experimentales son
cercanos a los valores teéricos (Figura 1).

Limite de Deteccion (LD) y Limite de
Cuantificacion (LQ)

El Limite de Deteccion (LD) para el
método de nitrégeno mineral hallado en la
investigacion fue de 0,108 ppm lo que indica que
esta es la concentracion minima a la que puede
ser detectado el nitrdgeno mineral. En cambio, el
limite de cuantificacion (LC) para el método de
nitrbgeno mineral en la investigacion fue de
0,142 ppm lo cual muestra que a esta
concentracion el nitrégeno mineral podra ser
cuantificado (Figura 2).
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Figura 2. Limite de Deteccién y Cuantificacion.
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Exactitud relativo al que fue sometido la solucion patrén,
estos datos fueron inferiores al 10% como fue

Los resultados numeéricos obtenidos para establecido como se puede observar en la Tabla

el pardmetro de Exactitud fueron valorados a
partir de los datos del error absoluto y error

Tabla 2. Pardmetro de Exactitud aplicado al método Kjeldahl.

Corrida Replica Valor Valor % Error %kError Desviacion Media CV%
tedrico exp. relativo absoluto
ppm ppm
1 1 1,087 8,71 0,09
2 1 1,081 8,08 0,08
1 3 1 1,085 8,50 0,09 0,002 1,08 0,21
4 1 1,083 8,29 0,08
5 1 1,085 8,50 0,09
1 2 2,161 8,05 0,16
2 2 2,160 7,98 0,16
2 3 2 2,160 8,01 0,16 0,019 2,16 0,90
4 2 2,129 6,47 0,13
5 2 2,184 9,20 0,18
1 3 3,059 1,97 0,06
2 3 3,064 2,13 0,06
3 3 3 3,054 1,80 0,05 0,008 3,06 0,26
4 3 3,059 1,97 0,06
5 3 3,075 2,50 0,08
1 4 3,972 0,71 0,03
2 4 4,041 1,03 0,04
4 3 4 4,044 1,10 0,04 0,032 4,03 0,79
4 4 4,043 1,06 0,04
5 4 4,043 1,06 0,04
1 5 4,842 3,16 0,16
2 5 4,845 3,09 0,15
5 3 5 4,845 3,11 0,16 0,002 484 0,05
4 5 4,842 3,16 0,16
5 5 4,847 3,06 0,15
Precision en las muestras seleccionadas de acuerdo con su

La Tabla 3 indica que el valor del PH (acido, basico, neutro).

coeficiente de variacion resulto ser menor al 10%
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Tabla 3. Evaluacion del parametro de Precision aplicado al Método Kjeldahl de acuerdo con el pH del
suelo

CODIGO CORRIDA mg. N mineral/Kg PROMEDIO DESVIACION %CV

Suelo
22,4
23,1
Ar 1 23,1 23,2 08 33
o 24,5
23,1
8,4
1,7
LAF-417 '
PH=7.43 2 9,1 8,5 0,6 6,9
91
8,4
5,6
5,6
LAF-119 '
PH=8 64 3 4.9 5,6 0,5 8,8
5,6
6,3
Los datos reflejados en la Tabla 4 fueron Los datos alcanzados tienen un coeficiente de
evaluados con muestras de suelo que han fueron variacion por debajo del 10% lo que significa que
seleccionadas segln el porcentaje de materia la metodologia es aplicable en muestras con estas
organica presente en el suelo (alto, medio y bajo). caracteristicas.

Tabla 4. Evaluacién del parametro de Precision aplicado al Método Kjeldahl de acuerdo con el
contenido de materia organica en el suelo.

CODIGO CORRIDA mg. N. PROMEDIO DESVIACION %CV
mineral/Kg S
LAF-139 ggi
MO=1,10 1 23’1 23,3 0,9 3,8
(bajo) 245
LAF-382 gg
MO=2,38 2 6’3 59 0,5 9,3
(medio) 5’2
LAF-392 123
MO=5,05 3 14’0 14.0 0,6 4,1
(alto) 14.0
La tabla 5 refleja los resultados del estos datos se puede afirmar que la metodologia
coeficiente de variacion son aceptables por tener es aplicable para suelos con el tipo de textura en
valores menores al 10%, lo que indica que existe estudio.

una variabilidad baja de datos. De acuerdo con
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Tabla 5. Evaluacidn del parametro de Precision aplicado al Método Kjeldahl de acuerdo con la textura

del suelo.
CODIGO CORRIDA mg. N. mineral/Kg PROMEDIO DESVIACION %CV
Suelo
51
LAF-119 6,3
Arcilloso 1 5,6 57 0.5 8,7
5,6
7.0
LAF-381 6,3
Franco 2 7,7 1.2 0.7 9.3
7,7
LAF - 139 224
Franco 3 égi 23,3 0,9 3,8
arenoso 245

CONCLUSIONES

Todos los pardmetros evaluados para la
validacién de la metodologia mostraron valores
satisfactorios lo que significa que se cumplié con
el proceso de validacion del método.

La linealidad del sistema presentd un
coeficiente de correlacion R?=0,9984 lo que
demuestra que se obtuvieron valores
experimentales similares a los valores tedricos
siendo este valor aceptable segun el criterio de
aceptacion establecido.

Los ensayos realizados muestran que el
Limite de Deteccion (LD) tuvo un valor de
0,108ppm y el Limite de Cuantificacién (LC) fue
igual a 0,142ppm.

En cuanto al parametro de Exactitud y
Precision aplicados al método en estudio, ambos
presentaron resultados inferiores al 10%, con
estos valores se confirma que el método es exacto
Y preciso.
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