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O método classico para a determinacao do nitrogénio total de um
composto organico € o de DumMaAs, que consiste na oxidacao das subs-
tancias organicas pelo CuO, absorcao do CO. e do H.O pela soda e
H.,SO, sendo o N. medido volumeétricamente. Os 6xidos de N eventual-
mente formados sao reduzidos por um fio de cobre incandescente colo-
cado na corrente dos gases.

Posteriormente WILL e VARRENTRAPP desenvolveram um meétodo em
que o material é aquecido em mistura com cal sodada, ao vermelho,
sendo o NH; produzido recolhido em HCl diluido, determinando-se o
NH; por gravimetria com o cloroplatinato de NH;. PeLizoT modificou
0 método usando um volume determinado de HCI padrao e titulando o
excesso de acido apos a absorcao de NH; (12).

KJELDAHL trabalhando com mosto de cervejaria desejava desenvol-
ver um metodo que nao obrigasse a reducao do material a pd, que redun-
dava em perda de tempo e introducao de erros. Tentou primeiro o
metodo de WANKLIN para o N albuminoide que consiste na distilagcao
com permanganato alcalino, obtendo depois melhores resultados aque-
cendo o material com permanganato e H.SO, diluido. Finalmente che-
gou ao processo classico que consiste no aquecimento da substancia
com H.SO, concentrado seguido de adi¢cao culdadosa de permanganato
em po. O proprio KJELDAHL j§ introduzira nestes primeiros tempos um
catalizador de oxidacao que foi o P.O; (48).

O meétodo de KJELDAHL (20) consiste em linhas gerais no seguinte:

1.2 fase

Mineralizacao do material por acao do H.SO; em presenca de
catalizadores dando sulfato de amoénio como produto final.

2.2 fase

A segunda fase consiste no deslocamento do NH; pela soda,
destilacao e absorcao com uma soluciao acida.
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3.2 fase

A terceira fase consiste na titulacdo do NH; ou diretamente
pelo HC1 como se faz nos modernos métodos do acido borico
e do K-HPO, ou NiSO, (NH,).SO, .6H.O, ou titulando-se o
HCl nao neutralizado por uma solugao de soda padrao.

Recentemente foi introduzida uma modificacdo por MARCALI elimi-
nando as 2.2.e 3.2 fases pela adicao de aldeido formico ao resultado da
digestdo, depois da neutralizacdo e posterior titulacao da substancia
formada. O aldeido féormico reage com o NH; formando hexametileno-
tetramina conforme a observacao de KoLTHOFF (22). Mais adiante da-
remos detalhes de tdodas estas modificacoes mais modernas, que mere-
cem ao nosso ver atencao mais demorada. Antes porem vamos dar uma
rapida passagem pela evolucao do método em cada uma das suas fases:

O método original de KJELDAHL consiste na acao do H.SO, catali-
zado pelo P.O; até que o liquido de pardo passe a amarelo. Junta-se
entao cuidadosamente KMnO, em p6 para completar a oxidacao en-
quanto o liquido esta ainda quente. Dilui-se em pouco de agua, alcali-
niza-se e adiciona-se granulos de Zn e distila-se o NH; para ser recebido
na solucao padrao de acido.

WILLFARTH introduziu logo depois 0 uso de catalizadores metalicos
para encurtar o tempo de digestao (54).

- GunNING empregou o KHSO, e ao mesmo tempo observou que o
K.SO, também acelerava a digestao pela elevacao do ponto de ebulicao
do H.SO; (10).

Os trabalhos de ArRNoLD trouxeram varios aperfeicoamentos a téc-
nica do metodo quer pelo emprégo do CuSO, com o Hg, quer pela intro-
ducao do acido benzoico na anilise de nitritos e nitratos, quer pelo
estudo sistematizado do emprégo dos diversos catalizadores usados na
epoca, quer pelo estudo do problema do N em anel (ring N) (49).

Do principio do século até 1930 a técnica da digestao nao sofreu
modificacao importante, dedicando-se os pesqulsadores mais ao aper-
feicoamento da aparelhagem do que a reacao propriamente dita. A
descoberta da enorme capacidade de catalise do Se feita por Lauro (23)
despertou nos pesquisadores o interésse pelo problema seguindo-se logo
uma serie de brilhantes estudos.

ILLARINOW e SSOLOVJENA (14) tentaram uma explicacado do meca-

nismo de acao do Se o que foi completado pelo trabalho de SREENINASAN
e SADAVISAN (41).

Segundo estes autores o Se e SeO formam um sistema de éxido-
reducao

Se < > SeO

resultando dai as propriedades oxidantes.
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Alias ja MELLOR no Theoretical Inorganic Chemisiry, vol. X, pagi-
na 433, edicao de 1928 diz:

“O Se apresenta uma sequéncia alternada de oxidacoes e reducoes”.
Em presenca de Hg, a acao do Se € mais intensa e eficiente (32),

porque entio se forma um segundo sistema em que a sequéncia de
oxidacao e reducao € muito mais rapida:

SeO > S.0.

<

funcionando o Hg como aceptor de O.

Por outro lado, imediatamente apds a descoberta de LAURO, ja
SANDSTED observou perdas por aquecimento prolongado com emprego
de Se (38).

BRADSTREET observou que o aumento de Se, determina baixas no
N (3).

VAN SLYKE e col. nao conseguiram com nenhum dos catalizadores
resultados satisfatorios para o triptofanio e a lisina que exigem aquecl-
mento prolongado (47).

SREENINASAN observou que o uso de qualsquer catalizadores em
quantidades maiores que o minimec necessario determinam perdas em

N (40).
O uso de acido perclorico como foi recomendado por WICKS e

FIRMINGER (03) tambem resulta em perdas de N. Estas perdas sao
atribuidas a formacao de N livre (35).

Com referéncia a esta formacao de N livre encontramos o trabalho
de SCAGLIARINI ¢ ToRELLI (39), que embora nao diretamente, vem escla-
recer melhor a questao. Demonstraram éstes autores a formacao do
acido nitroso por aquecimento de NH,SO;, em solucao sulfurica, em
presenca de CuSO;.

Formado o nitrito de amoénio éste se decompoe em H.O e N., resul-
tando em perdas para a dosagem.

Com o SeO a reacao se passa da seguinte maneira:

9NH; + 3SeO ——» 3H.,O + 3Se + 2N

segundo MICHAELIS (28).

GORTNER ¢ HorFFMAN demonstraram a formacao de aminas que
sao déste modo uma outra causa de perdas em N (9).

Estas perdas sao entretanto insignificantes e despreziveis quando
o tempo de digestao € pequeno. No caso porém de substancias mais
resistentes, tomam um aspecto de problema as vézes de dificil solucao.
O problema da dosagem do N em anel (ring N) por exemplo é atual-
mente dos que mails preocupam os pesquisadores no assunto. KIRK
recomenda no seu magnifico estudo (18) um exame mais aprofundado
da questao.
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Estamos realizando em nosso laboratorio um estudo das curvas
de kjeldalizacdo de diferentes substancias contendo N em anel, em rela-
¢ao com o tempo. Aparentemente temos encontrado curvas caracteris-
ticas para cada tipo de anel, decorrentes talvez das diferentes compen-
sacoes entre a digestao progressiva das substincias e perdas em N. Isto
sera entretanto objeto de um outro trabalho.*

PATEL € SREENIVASAN (34) realizaram um estudo da digestao de
substancias com N em anel, obtendo bons resultados com o emprégo
de (Se + Hg) seguido de deslocamento (soda -- tiossulfato). Admitem
éles a formacao de complexos amoénio-mercuricos que protegem o NH;
ja formado de subsequente oxidacdao sem prejuizo para a marcha geral
do método que s6 exige posteriormente o cuidado de se cindir éstes
complexos para a libertacao do NH;, o que se faz pelo tiossulfato.

Quanto ao mecanismo de formagao de NH; os autores em geral
admitem a acao deshidratante do H.SO, a principio seguida de oxidacao.

O estudo do problema tem-se desenvolvido nos ultimos anos com
os trabalhos de MILBAUER (29), KAHANE e CARRERO (15), ROSENTHALER

(37) e QUARTAROLI (36).

Parece que depois da deshidratacao o processo segue um caminho
complicado de oxidacao e reducao seguido na ultima fase de uma hidro-
lise que da o NH;, como resultado. |

Na parte final daremos a técnica que usamos como rotina em cerca
de 500 dosagens da qual consta naturalmente a técnica da digestédo
usada em cada caso.

Realizada a digestao, a fase seguinte consiste no deslocamento do
NH; pela soda concentrada com arrastamento por vapor d’agua ou aera-
cao até a solugcao que absorve o NH,; (HCI, H;,BO;, etc).

Os primeiros pesquisadores usaram como aparelho um distilador
comum. Mais tarde foi adaptado um sistema de seguranca: “trap”,
consistindo de um alargamento em forma de bola impedindo a passa-
gem direta do vapor que era condensado e entdao novamente vaporizado.
Este dispositivo impede a passagem de pequenas porcoes de soda para
o distilado.

A primeira modificacdo importante foi introduzida por ParNas
(33), sendo o seu aparelho melhorado e aperfeicoado por LocKET (25),
que o tornou tao simples que pode ser totalmente montado com mate-
rial comum de laboratdério. A vantagem déstes aparelhos, é de se rea-
lizar muitas distilagGes seguidas sem necessidade de desmonté-lo, po-
dendo ser facilmente lavado e carregado com o novo material.

Inspirado naturalmente nas vantagens da técnica introduzida por
PARNAS, KIRK creou um aparelho em uma s6 peca, prevenindo com
1sto as possiveis perdas por escapamento nas conexodes (17).

Usam também certos autores, vedar as conexdes com silanos, pro-
cedimento que vem obtendo éxito (8).

* Durante a impressao do presente trabalho esses resultados foram publi-
cados na Rev. Bras. Biol,, 12, (3), 279-284, 1952.
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Outro detalhe da técnica que pode ser igualmente causa de érro,
é a transferéncia do material digerido para o aparelho de distilacao.
Por éste motivo adotamos em nossa técnica de rotina uma bateria de
frascos de digestdao adaptaveis diretamente ao destilador. Esta técnica
alias ja fora usada por NEepHAM e BoELL (30).

Para a absorcao do NH; tém sido usadas solucoOes diluidas de HCI
e H.SO, desde os primeiros tempos do metodo. Entretanto outra téc-
nica mais expedita se desenvolveu com o correr dos tempos. Ja NEU-
MANN (31) em 1912 sugeriu o emprego de volumes de acido muito me-
nores que os necessarios para neutralizar o NH; absorvido, usando-se
depois 0 mesmo acido para a titulacao. Esta técnica eliminou a neces-
sidade de 2 solucoes-padrao.

Seguindo o mesmo caminho WINCKLER (55) apresentou um metodo
de dosagem de NH; empregando o H;BO,; como absorvente e como
indicador para titulag¢ao, o vermelho do Congo.

Baseando-se no trabalho de WINCKLER, STOVER € SANDIN (42) de-
senvolveram um meétodo de dosagem do N usando como indicador um
sistema de azul de metileno e vermelho de metila. O método foi adap-
tado as técnicas de semi-micro analise por WAGNER e MEEKER (52),
ZUAZAGA ¢ MA (56) Introduziram o emprego do sistema de vermelho
de metila e verde de bromocresol e por ultimo CoNwAy (6) empregou
0 indicador ja misturado com a solucao de acido bdérico. Outros absor-
ventes tém sido usados e ultimamente DovYLE e OMATO usaram uma
solucao de K.HPO, em lugar do acido bodrico, para absorver o NH;,
com muito bons resultados (8). Da mesma maneira fol usado o Ni(SO,).
(NH,).SO,.6H.O por BroMm e SCHWARTZ (1).

Temos que nos deter agora entretanto, no exame de outro tipo de
tecnica que vem se desenvolvendo desde os trabalhos de CoNwAY em
1933. Neste ano CoNwAy e BYRNE (7) publicaram um meétodo que
consistia na difusao do NH;, deslocado por K.CO; para uma solucao
diluida de H.SO,. Usavam como caimara de difusao, um aparelho cilin-
drico chato (no formato de um pequeno cristalizador), constituido de
dois compartimentos concéntricos, sendo a parede do interior mais
baixa, o que permitia a difusao do NH;, depois de ajustada a tampa.

No compartimento externo coloca-se o0 material a dosar, no interno
coloca-se a solucao diluida de H.SO,. Adiciona-se entao ao comparti-
mento externo a solucao de K.CO, para deslocar o NH; e ajusta-se a
tampa deixando em repouso no minimo 2 horas.

Os autores verificaram que em 1Y% horas 99,59¢ do NH; ja estaria
absorvido na solucao de H.SO,. Alias CoNwAyY estabeleceu tabelas com
as quais é possivel fazer boas dosagens com tempos de difusao bem
menores (5).

O meéetodo fol aperfeicoado por ToMPKINS € KIRK (45) realizando
a difusao no proprio frasco de digestao, que consiste de dois bulbos
um menor (de digestao) e outro maior (de difusao), separados por
um leve estrangulamento. O frasco é dotado de uma rolha esmerilhada
especial, permitindo o estabelecimento de vacuo, a qual se liga uma
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haste a cuja ponta estd um reservatorio onde se coloca a solucao de
H.SO,;. Quando se adapta a rolha esmerilhada, éste reservatorio fica
suspenso na parte central do bulbo de difusao.

Para se realizar uma determinacao procede-se da seguinte maneira:

Digere-se o material no bulbo de digestdo. Coloca-se a solucao
absorvente no reservatorio da haste, junta-se soda concentrada, cuida-
dosamente, para nao misturar com o material digerido antes de se
vedar a camara de difusdo, o que se faz com uma pequena torsao da
rolha esmerilhada, depois de se fazer o vacuo. Em seguida, agita-se
para fazer a soda agir s6bre o material digerido e deixa-se o NH; difun-
dir por 2 horas no minimo, titulando-se depois com microbureta. Uma
boa tecnica de trabalho com microburetas esta exposta no livro de
CoNnway (7).

Com uma rolha de borracha a qual se adapta uma haste com uma
cubeta na extremidade e um tubo pequeno dotado de estrangulamento,
podemos improvizar um aparelho déstes, uma vez que nao se deseje
uma alta precisao (45). Foi o que fizemos em nosso laboratorio obtendo
resultados razoaveis, usando como absorvente a solugao a 1% (vide
solucao no fim do texto) de H3;BO;.

A técnica de difusao tem sido grandemente aperfeicoada e atual-
mente os suecos estao conseguindo detectar com ela, nitrogénio na
ordem de 0,005 microgramas (4).

Atualmente sO as técnicas de espectrogramas eletronicos, de HILLER,
parecem poder detectar quantidades menores de N (13).

Deixando de lado estas técnicas de difusido, usadas somente em
circunstancias especiais em que se trabalha com amostras muito pe-
quenas, da ordem de 0,1 mgr e até de 0,1 micrograma (laboratorio
Carlsberg), devemos tratar agora de outras que prescindem da fase
de destilacao.

Estas técnicas sacrificam a precisao em favor de razoes praticas,
podendo ser adaptadas a analises industriais e mesmo em pesquisas
em que se nao necessita de resultados tao acurados.

Trataremos em primeiro lugar da técnica de MARCALI € RIEMAN
(27) que se baseia em uma observacdo de KoLTHOFF (22), segundo a
qual o aldeido formico em presenca de NHj; da origem a formacio de
hexametilenotetramina, sendo a reacao imediata.

Em linhas gerais o método é o seguinte:

Toma-se o material kjeldalizado e no proéprio frasco de digestido
neutraliza-se o excesso de H.SO, com soda 10 N, usando o vermelho de
metila como indicador. Apods a viragem do indicador, junta-se com a
bureta, H-SO, N até que éle volte a cor primitiva. Em seguida com
soda 0,1N titula-se até a viragem do vermelho de metila e nota-se o
resultado. Junta-se entao a solu¢do neutra de aldeido que forma a
hexametilenotetramina.

2(NH4) 2804 -l— 6HCHO > (CHQ) (;N4 + 6H20 + 2HQSO4
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O Indicador volta & cor primitiva em virtude da presenca do
H.S0, conforme a equacido acima. Continua-se a titulacdo até o ver-
melho, juntam-se depois gotas de fenolftaleina e vai-se até a viragem
deste indicador, anotando-se também éste segundo resultado. O NH;
¢ dado pela diferenca entre a 1.2 e a 2.2 titulacéo.

Observou-se que nos casos em que as amostras continham fosfatos
os resultados nao eram bons, sendo entao necessaria uma modificacao
devida a MARcALI (26).

Cumpre observar que neste método deve-se usar como catalizador
um sistema de K.SO, e HgO tendo-se o cuidado de cindir os complexos
amonio-mercuricos formados. Para isso MARCALI recomenda o uso de
NaBr no lugar de tiossulfato. No caso de amostras contendo fosfatos,
depols do NaBr junta-se cloreto de zirconila, que acarreta com todo
o fosfato sob a forma de fosfato de zirconila, dilui-se a solucdo em um
frasco volumétrico, filtra-se e dosa-se 0 N numa parte aliquota pela
tecnica geral de MARCALI ¢ RIEMAN.

Outra técnica que dispensa também a destilacao foi a desenvolvida
por HAANAPPEL (11) que se baseia na oxida¢ao do NH; formado durante
a digestao pelo Br.

SRr.

willewe

ONH “-—> GHBr 4+ N,
° —l_(hipobromito) T N2

deslocamento do I de um iodeto, pelo Br e titulacdo pelo tiossulfato.

Damos em seguida um resumo da técnica recomendada:

Toma-se 0 material kjeldalizado, dilui-se para 50ml, junta-se 20ml
de solucao a 4% de borax para tamponar e depois 25ml de solucdo 0,1N
de hipobromito. Adiciona-se 10ml de solucao N de KI e 5ml de HCI 4N.
O lodo liberado e titulado com tiossulfato. Outra técnica que cada
vez mals sendo mais empregada € a da nesslerizacao direta do material
digerido, si bem que variadas causas de érro possam influir nos resul-
tados obtidos com éste método. Em todo caso com material bastante
conhecido e com uma escolha conveniente de uma técnica padrao (desde
a digestao até a escolha do filtro) o método pode ser empregado com

exito.

A principal causa destes erros estda na formacido de aminas (9)
segundo a opiniao de KIRK (16). E interessante para quem pretende
trabalhar no metodo a leitura do artigo de Leircum (24), sdbre estas

causas de érro.

Em resumo o método € bom, mas requer uma demorada fase de
padronizacao e escolha de tecnica para cada caso.

Resta-nos tratar da determinacao do NH. distilado e absorvido
em solugoes acidas. Ja vimos que no método de VARRENTRAP (12) o
NH; era determinado sob a forma de cloro-platinato. ViLLiers (51)
determinou-o gravimetricamente apos cuidadosa secagem do cloreto
de amonio, resultante da absorcao em HCI,.

Estes meétodos, entretanto, apesar de muita precisdo sdo pouco
praticos. Desde os primeiros tempos usou-se a determinacdo por acidi-
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metria (como foi introduzido por PerizoT (12) dosando-se com soda
padrdo o excesso de um volume determinado de acido sobre o NH;
absorvido. O indicador usado deve ter viragem em pH acido porque
sendo o NH,Cl um sal acido a neutralizacao se faz em pH um pouco
abaixo de 7. O indicador adotado foi o vermelho de metila. Mais tarde
com o aparecimento da absorcdo com H3BO; comegou a ser usada a
mistura de vermelho de metila e azul de metileno (6) até que foi defi-
nitivamente adotado o indicador vermelho de metila-verde de bromo-

cresol (56).

Além da titulacao por simples acidimetria, a primitiva técnica de
iodometria recomendada por KJELDAHL (48) é também bastante usada
e tem uma boa precisao. Dos trabalhos que lemos a respelto desta
tecnica nos pareceu mais ilustrativo o de TEORELL (44) que além de
uma resenha historica apresenta ym extgnso estudo experimental. Em
linhas gerais o método baseia-se na oxidacdo do NH; pelo Br (hipobro-
mito), deslocamento do I pelo Br, de um volume determinado de uma
solucao de icdeto e determinacao déste iodo deslocado, pelo tiossulfato.

Esta técnica pode ser empregada com 6timos resultados segundo
0s autores que com ela trabalharam.

Temos ainda por fim as técnicas colorimétrica como as do fenato
de Na (47) de VAN SLYKE e HILLER, as de Borsook (2) baseada na
reacao do hipobromito com o NH; e o ultramicrométodo de Kirxk (19),
adaptando um tubo colorimétrico capilar ao espectrofotometro de
BECKMAN.

Por ultimo podemos falar ainda na técnica de TAvLor (43) que
consiste na determinacao pelo potencidometro, do pH em que fica a
solucao de H3;BO,; depois da absorciao do NH,;.

A tecnica que usamos como rotina, apezar de nio ser tdo precisa
como as de difusao, € suficientemente boa para ser adotada em dosa-
gens do N para pesquisas biologicas. Por éste motivo damos a descricao
mals detalhada do método com o qual temos obtido resultados satisfa-
torios, em cérca de 500 analises realizadas.

Trabalhamos em geral com amostras contendo de 0,14 a 0,70 mgr
de N obtendo um desvio padrao igual a 0,0007 mgr, com erros portanto
que vao de 0,1 a 0,5%.

A grande maioria destas dosagens foi feita em homogenizado de
figado de rato. Ora eram homogenizados totais diluidos, contendo 4mg
do material original por ml, ora residuos de diferentes técnicas de
extragao a partir de 100mg do material. Técnicas estas levadas a efeito
pelo Dr. GILBERTO G. VILLELA (50). Outros materiais com que traba-
lhamos (acidos nucleicos, caseina, sOro, etc.) ndo apresentaram difi-
culdades dando sempre bons resultados. Somente nos casos de N em
anél a técnica de rotina nédo dava resultados aceitaveis, mas isto, como
ja dissemos serd objeto de um outro trabalho.*

* Vide nota no rodapé da pag. 4.
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Descricao da técnica seguida:

Toma-se 0 material no frasco de KJeELpDAHL, em amostras de 0,14
a 0,70 mgr e volume nao maior que 4 mil, junta-se 1 ml de H.SO,
concentrado e 5 gotas da solucao de catalizador. Deixa-se eliminar
toda a agua e entdo aumenta-se a intensidade da chama para a Kkjel-
dalizacao que se faz rapidamente na maioria dos casos. Depois que o
material esta claro, deixa-se ainda sob fogo direto e intenso durante
20 a 30 minutos.

Deixa-se esfriar, dilui-se em alguns mililitros de agua distilada
e adapta-se o frasco ao aparelho de destilacao (nossos frascos de diges-
tao sao adaptaveis diretamente ao distilador, diminuindo desta maneira
as perdas na transferéncia do material, sendo ainda tédas as conexoes
do aparelho, de vidro esmerilhado). Adaptado o frasco ao aparelho,
liga-se a agua ao refrigerante e adapta-se a outra extremidade o tubo
de condensacao que mergulha na solucao absorvente de H;BO; (6ml)
em um balao erlenmeyer.

Junta-se entao cérca de 4ml de soda 10N pelo tubo de seguranca,
passando-se depois 1ml de agua destilada pelo mesmo. Em seguida
liga-se o compressor a 40 libras de pressao, ligando o ar ao tubo de
seguranca depois de lava-lo em solucao a 25% de H.SO, para eliminar
o NH,; atmosférico. Acendemos em seguida o bico de Bunsen, e desti-
lamos entao o NH; com borbulhamento de ar.

O aquecimento s60 se faz para apressar o processo pois a simples
aeracao € suficiente, se bem que demore 1 hora ou mais (21). Com o
duplo efeito do borbulhamento e aquecimento podemos considerar com-
pleta a destilacao em 30 minutos se bem que entre 5 e 10 minutos ja
90‘¢ se tenha destilado.

A titulacao é feita com bureta graduada em décimo de ml, dando
o centesimo nas pequenas graduacoes, com HCl 0,01N: e deve ser feita
imediatamente apos a destilacao pois com a demora ha uma pequena
perda que se estabiliza depois de 1 hora.

Diferentes destilagoes e titulagcoes devem-se fazer com um padrao
de sulfato de amonio, até se acertar bem a viragem e a técnica de
destilacao (tempo, intensidade da chama e borbulhamento). Para os
casos a que ja nos referimos de substancias contendo nitrogénio em
anel devemos usar alem do catalizador de Se, um pouco de HgO que
forme os compostos amonic-mercuricos, com o NH; previndo assim as
perdas por formacao de N- e de aminas.

Nestes casos temos que usar nao a soda 10N para deslocar o NH;,
mas contendo 5% de tiossulfato ou Na.S. Na maioria dos casos obti-
vemos sucesso juntando 0,0ml da solucao de HgO.

O desvio padrao do metodo foi calculado com a dosagem de uma
mesma amostra, com os seguintes resultados:
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d d?
2.240 ml — 0.002 ml — 0.000004
2.210 ” — 0.028 ” — 0.000784
2.250 ” 4+ 0.012 ”» — 0.000144
2.200 ” 4+ 0.012 ” — 0.000144
2.240 ” — 0.002 »” — 0.000004
m — 2.238 0.001080
desvio padrao —
\/—-0'0041080 = 0.0051 ml de HC1 0,01N
0.0051 ml X 0,14 = 0.0007 mg
Catalizadores
CU.SO4 —_— 22g
1) K.,SO, — g
SeOQ e lg

Tomar 2gr/250ml com 5ml de H.SO, concentrado.

2) Catalizador para N em anel

0.03gr de HgO/100ml com 3ml H.SO, concentrado.
Solucoes

1) Solucao de NaOH 10N

2) ? ” 10N com 5% de tiossulfato
3) ? ” HCl 0.01N

4) Solugdo de dcido bérico (segundo CoNwAY)

Acido bérico (C.P.) — 10g

Alcool — 200ml
Agua — 700ml
Indicador —  10ml

Alcalinizar com gotas de soda até “light red” (roseo)
para 1000ml.

5) Indicador

Verde de bromocresol —— 0.033%
Vermelho de metila — 0.066 %
Ambos em alcool.

. Completar
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Conclusoes.

E desnecessario falar na importancia da dosagem do N em pesqui-
sas biologicas e bioquimicas. O método classico de Dumas exige sem-
pre técnicas e aparelhagem muito delicadas, além de ser demorado.
Dai o empenho no desenvolvimento do método de KJELDAHL com téc-
nicas cada vez mais precisas.

De um modo geral, as dificuldades do método de KJELDAHL estao
localizadas na digestao dos diferentes materiais e principalmente nos
heterociclicos (ring N).
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Sumario.

1. E feita uma revisiao do método de KJeELDaHL até 1950.

2. E dada a descricao de um meétodo, trabalhando com amostras
de material biologico contendo 0,14 a 0,70 mg de N. O desvio padrdo
encontrado foi de 0,0007 mg.

Summary.

1. The determination of organic nitrogen by the KsJeLpAHL method
1S reviewed up to 1950.

2. A method is described in which samples of biological material
containing from 0.14 to 0.70 mg. N were employed. The accuracy
of the obtained results was evaluated and their standard deviation
was found to be 0.0007 mg.

Research 1s beeing carried out on kKjeldahlization curves of different
mafterials which is the object of a further paper.
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