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RESUMEN. El nitrógeno es un indicador relevante en los estudios medioambientales, debido a la importancia que 

este tiene en los procesos de tratamiento, en el control de la calidad de las aguas y de las descargas de las aguas 

residuales al medio. El método Kjeldahl es el más ampliamente utilizado para la determinación de nitrógeno total 

(Ntotal) y en las aguas residuales se encuentran diferentes especies nitrogenadas, como son: nitrógeno orgánico y 

amoniacal, nitritos, nitratos, entre otras. La norma cubana de vertimiento de aguas residuales (NC 27:2012) hace 

obligatoria la determinación de Ntotal mediante el método Kjeldahl. Los electrodos selectivos (ES) han permitido la 

determinación de nitrógeno amoniacal (Nam) con límites de cuantificación (LC) inferiores al método Kjeldahl. En el 

presente trabajo se realiza una valoración de la problemática de la determinación de Ntotal y Nam en aguas residuales, 

teniendo en cuenta los Límites Máximos Permisibles Promedios (LMPP) de la NC 27:2012 y los límites de 

cuantificación (LC) de los métodos analíticos objeto de estudio. En  el trabajo experimental se emplearon materiales 

de referencia y agua residual porcina. Se comprobó que en las condiciones del laboratorio donde se desarrolló el 

trabajo el LC del nitrógeno determinado por el método Kjeldahl es superior (10 mg/L) a lo que establece el método 

normalizado (5 mg/L), el que coincide con el LMPP de la norma de vertimiento cubana. Por esta razón  el laboratorio 

ha tenido que implementar la adición de estándares múltiples como alternativa para lograr resultados confiables con 

concentraciones inferiores a su LC. Además, se demostró que en la determinación de Nam, el método Kjeldahl y el de 

ES no mostraron diferencias significativas en las concentraciones iguales o superiores a 10 mg/L, pero sí para 

aquellas inferiores al LC del laboratorio en el método Kjeldahl. 

 

ABSTRACT. Nitrogen is a significant indicator in environmental studies, due to its importance in treatment 

processes, quality control of waters and control of wastewater discharge to the environment. The Kjeldahl method is 

the most widely used for determining total nitrogen. There are different nitrogen species in wastewater: organic and 

ammonia nitrogen, nitrites, nitrates, among others. The National Standard of Wastewater Discharge (NC: #2012) 

mandates the determination of total nitrogen (Ntotal) by the Kjeldahl method. Selective electrodes (SE) have allowed 

the determination of ammonia nitrogen (Namm) with limits of quantification (LOQ) below the Kjeldahl method. This 

paper, evaluates  the problems of  determination of Ntotal and Namm in wastewater, taking into account the maximal 

permissible averages limits (MPAL) of the NC 27:2012 and the LOQ of the analytical methods studied.For the 

experiments, reference materials and swine wastewater were used. Under laboratory conditions, the LOQ of Kjeldahl 

nitrogen was higher (10 mg/L) the one established in the standard method (5 mg/L), which matches with the MPAL 

for the Cuban standard of discharge. Therefore, the laboratory has had to implement multiple standard additions, just 

to achieve reliable results at concentrations below its LOQ. Furthermore, it was proven that Kjeldahl and SE methods 

showed no significant differences in determining Namm, for concentrations at or above 10 mg/L, but for those one 

below the lab LOQ in the Kjeldahl method. 
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INTRODUCCION 

Los contaminantes en las aguas residuales son normalmente, una mezcla compleja de compuestos orgánicos e 

inorgánicos y por ello no es práctico ni posible, en la mayoría de los casos, obtener su análisis completo. Por las 

razones anteriores, se ha desarrollado una serie de métodos empíricos para la evaluación de la concentración de 

contaminantes en aguas residuales, cuya aplicación no requiere un conocimiento completo de la composición química 

específica de las aguas residuales que se trate.  

Esta es la razón del porqué la medición de los llamados parámetros combinados o compuestos es la opción que más se 

usa a menudo para el control de la calidad de las aguas residuales, ya que proporciona a los usuarios una vía rápida y 

global de apreciar  los efectos potenciales de una contaminación no específica.
1 

Entre este los métodos de este  tipo se 

encuentran la demanda química de oxígeno (DQO), la demanda bioquímica de oxígeno (DBO) los aceites y grasas, el 

nitrógeno total Kjeldahl, los fenoles totales y otros.
1
 

Simonet, Lendl y Valcárcel, en 2006,
2 

sistematizaron y describieron los “parámetros definidos a través de un método” 

como resultados analíticos no convencionales, ya que dependen de los métodos a los que dan lugar sus resultados, no 

de mediciones estándar. Son de gran relevancia práctica, porque se utilizan ampliamente en los laboratorios de rutina. 

Se ha identificado la necesidad de adaptar el enfoque metrológico en la Química a sus características analíticas 

peculiares. De esta forma, los procesos de acreditación de los laboratorios analíticos pudieran facilitarse, tomando en 

cuenta la necesidad de métodos simples y confiables para procesar un gran número de muestras diariamente. 

Para lograr resultados confiables con este tipo de métodos analíticos es necesario ajustarse exactamente a las 

condiciones descritas en el documento normalizativo de referencia. Sin embargo, esto pudiera parecer contradictorio 

dada la gran variedad de matrices e interferencias de todo tipo, a las que tiene que enfrentarse un laboratorio de 

caracterización de aguas residuales en su trabajo diario. Es el caso de las  aguas residuales industriales como las de 

destilería, con un elevado contenido  de materia orgánica (DQO de hasta decenas de g/L); o aquellas cuyo origen es 

un proceso de purificación de proteínas mediante cromatografía, con un contenido de sólidos disueltos totales del 

orden de las decenas de g/L y escaso o nulo contenido de materia orgánica, o las aguas residuales de los procesos de 

generación de energía eléctrica, con determinado contenido de grasas y aceites de origen mineral (hidrocarburos),por 

solo acotar tres ejemplos.
3
 

Entre los métodos analíticos que se utilizan, con mayor frecuencia en los estudios medioambientales se tienen los de 

determinación de nitrógeno, debido a la importancia que este tiene como indicador en los procesos de tratamientos 

control de la calidad de las aguas y en el control de las descargas de las aguas residuales al medio.
4
 

El nitrógeno es un nutriente esencial para todas las formas de vida y cambios pequeños en las concentraciones de 

nitrógeno biológicamente asequible pueden afectar drásticamente los niveles de la vida de los animales y las plantas. 

En el agua de origen residual existe amoníaco (NH3) en forma no ionizada, que es tóxico y la forma ionizada (ion 

amonio, NH4
+
) relativamente no tóxico.

5
 

El método tradicional de determinación de nitrógeno total es el método Kjeldahl, el cual mantiene su vigencia en la 

actualidad, a pesar de que data de hace casi 130 años, ya que fue en 1883 que el químico danés Johan Kjeldahl 

presentó por primera vez en la Danish Chemical Society un método para la determinación de lo que se conoce como 

nitrógeno Kjeldahl, que proporciona el contenido de nitrógeno orgánico más nitrógeno amoniacal de una muestra.
6-7

 

La determinación de nitrógeno total por este  método  aún hoy en día es uno de los  más utilizados en el análisis 

químico. Es la técnica más versátil para el análisis de nitrógeno. De hecho, es el único método que puede ser usado 

para el análisis del contenido de nitrógeno en muestras con elevada diversidad. Su universalidad, veracidad y 

precisión ha hecho que sea un método internacionalmente reconocido para la determinación de nitrógeno total y del 

contenido de proteína en alimentos. Es el método estándar contra el cual todos los demás métodos deben ser 

comparados y está aceptado por numerosas e importantes organizaciones internacionales.
8-10

No requiere de 

equipamiento sofisticado y se adapta con facilidad a los análisis de rutina de un gran número de muestras, con 

diferentes matrices. 

Kirk
11

 considera que el descubrimiento de Kjeldahl que dio lugar al método de determinación de nitrógeno así 

nombrado, es uno de los acontecimientos relevantes en la Química. Este método ha tenido más modificaciones y 

aplicaciones, quizás, que cualquier otro tipo de método analítico, y ha dado lugar a más de 1500 publicaciones.
12

 

Con el desarrollo tecnológico y científico han surgido diferentes formas de determinación de nitrógeno, en diferentes 

matrices, pero en todos los casos, el método de referencia para su validación antes de implementarlas, es el método 

Kjeldahl.
13-14  

Los resultados obtenidos por este método se han utilizado para calibrar los métodos automáticos. 

D‟Elia, en 1983, refirió „„...los cambios más significativos en la práctica de la determinación de nitrógeno han 

resultado no tanto de la expansión del empleo de este método, sino de la expansión de su aceptación en la mejora de 

sistemas automatizados...‟‟
15

.
 

Dentro de las modificaciones del método Kjeldahl están aquellas que han introducido cambios para hacerlo 

tecnológico y ambientalmente más seguro. Este es el caso de la Norma Mexicana NMX-AA-026-SCFI-2010,
16

 que 

utiliza mineralización con sulfato de potasio y la modificación con tiosulfato de sodio, la cual es más adecuada que la 

propuesta por la norma ISO 5663:1984,
10

 que emplea mineralización con selenio. 
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El nitrógeno total Kjeldahl es definido como la suma de amonio libre y compuestos orgánicos nitrogenados que son 

convertidos a sulfato de amonio, después de la digestión de la muestra con ácido sulfúrico y en presencia de un 

catalizador. El amonio es destilado en medio alcalino y recuperado nuevamente para su cuantificación. 

De acuerdo con ello, hay que diferenciar entre nitrógeno total Kjeldahl (NTK, que comprende el nitrógeno orgánico y 

el amoniacal) y el nitrógeno total (NT), que abarca el NTK, además de los nitritos y los nitratos, como formas 

oxidadas del nitrógeno. 

El método Kjeldahl no es aplicable a muchos compuestos orgánicos nitrogenados, debido a la conversión incompleta 

del nitrógeno en amoníaco, como es el caso de los nitritos y nitratos, sin embargo, produce resultados exactos cuando 

se aplica a muestras que contienen nitrógeno orgánico (incluyendo las proteínas) y nitrógeno amoniacal.
17

 Los 

métodos colorimétricos se encuentran entre los más usados para determinar nitritos y nitratos.
7
 

La norma cubana de vertimiento de aguas residuales a las aguas terrestres y al alcantarillado establece límites 

máximos permisibles promedios (LMPP) para estos vertimientos.
18 

Para los LMPP que se establecen cuando los 

vertimientos se realicen a las aguas terrestres (cuerpos de agua o infiltración al subsuelo) se tienen en cuenta tres 

clasificaciones (A, B y C), dependiendo del uso que se le dé a dichas aguas, decreciendo en ese mismo orden la 

exigencia de los límites.  

Entre los indicadores que es preciso analizar en estos casos, se exige que la determinación de nitrógeno total, se 

realice mediante el método Kjeldahl. Cuando estos cuerpos de agua se han clasificado como Clase A (acción que 

corresponde al organismo rector de las aguas terrestres, Instituto Nacional de Recursos Hidráulicos), el LMPP 

correspondiente al contenido de nitrógeno total es de 5 mg/L, valor que coincide con el límite de cuantificación (LC) 

del método Kjeldahl según establecen los métodos normalizados de la American Public Health Association (APHA)
8 

considerados la referencia fundamental en estos métodos. Esta coincidencia entre el LMPP y el LC del método puede 

resultar riesgosa, ya que todo resultado analítico tiene una variabilidad asociada. 

Esta situación cobra mayor importancia, al considerar que los resultados que emite un laboratorio que analiza 

indicadores medioambientales, por lo regular se emplean para compararlos con valores de normativas, y demostrar su 

cumplimiento ante las autoridades pertinentes. De esta forma, puede darse el caso de que, cuando se compare el 

resultado del laboratorio con el LMPP de la norma, no pueda precisarse si se cumple o no el mismo. De acuerdo con 

ello, los laboratorios se verían precisados a emplear diferentes alternativas con el objetivo de la cuantificación 

confiable de concentraciones inferiores al LC del método. 

Con la aparición de los electrodos selectivos ha sido posible la determinación de nitrógeno amoniacal mediante este 

método electrométrico, rápido, sencillo y confiable, que posee además la ventaja de tener un LC inferior al del 

método Kjeldahl, ya que pueden ser medidas concentraciones inferiores a 5 mg N/L en aguas potables, superficiales y 

en aguas residuales domésticas e industriales.
19 

No obstante, este equipamiento requiere de una inversión inicial 

mayor que la del método Kjeldahl tradicional. 

Otro de los aspectos importantes en este tipo de análisis, es la selección del material de referencia (MR)y su 

estabilidad. En este método se emplean frecuentemente, con este fin, urea, lisina, ácido nicotínico y albúmina bovina. 

La utilización de los MR resulta imprescindible para el control de la veracidad del método analítico y para el método 

de adición de estándares, debido a que previamente se conoce el contenido del analito presente, aunque siempre es 

necesario precisar, previamente, la estabilidad del MR con el tiempo.
20

 

En el presente trabajo se realiza, una valoración de la problemática de la determinación de nitrógeno total y amoniacal 

en aguas residuales, teniendo en cuenta los límites máximos permisibles de la Norma Cubana de Vertimiento de 

Aguas Residuales y los límites de cuantificación de los métodos analíticos objeto de estudio. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Ensayo de nitrógeno total por el método Kjeldahl (N total Kjeldahl) 

Determinación de nitrógeno total (Ntotal) 

Se aplicó el método macro-Kjeldahl, según se describe en el método normalizado.
8 

 

Verificación de la precisión y la veracidad  

Para el establecimiento de la precisión y de la veracidad se diseñaron experimentos en que se analizaron, al menos, 

siete réplicas de cada una de las concentraciones con los MR empleados. 

La precisión fue determinada como repetibilidad y se  realizaron las réplicas por un mismo analista, con el mismo 

equipamiento, en el mismo día. Los propios resultados se emplearon para la verificación de la veracidad, al 

compararse cada valor hallado con el valor real del MR. 

 

Aplicación del método de adición de estándares múltiples para la determinación de concentraciones de 

nitrógeno total inferiores a 10 mg/L 

Estudio de estabilidad de la albúmina bovina empleada como MR. Se prepararon disoluciones de albúmina bovina, 

las cuales fueron dispensadas en viales y congeladas a –5 
o
C. Se analizaron diariamente durante 15 d. 
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Adición de estándares múltiples Se tomaron cuatro volúmenes iguales de aguas residuales porcinas, y se añadieron 

cantidades conocidas y diferentes del MR de albúmina bovina. 

Finalmente, todas se diluyeron al mismo volumen. 

Seguidamente, se aplicó el método Kjeldahl para todas esas disoluciones. Las concentraciones de MR añadidas se 

representaron en un gráfico en el eje xy las concentraciones halladas en el eje y. Con la recta de regresión calculada la 

concentración de la muestra se puede deducir por extrapolación. 

 

Empleo del método de electrodo selectivo de amonio para la determinación de nitrógeno amoniacal (Nam). 

Comparación con el método Kjeldahl 

Determinación de nitrógeno amoniacal (Nam) mediante el método Kjeldahl: Se aplicó el método macro-Kjeldahl, 

según se describe en el método normalizado.
8 

 

Determinación de nitrógeno amoniacal (Nam) mediante el método del electrodo selectivo de amonio (ESA): Se aplicó 

el método descrito por APHA,
19 

empleando un pH metro/ionómetro Orion 720 A, con un ESA de la misma firma 

comercial.
21

Para la concentración de 0,2 mg Nam/L se utilizó una curva patrón no convencional, similar a un método 

de adición de estándar, en el intervalo de 0,01-0,49 mg Nam/L para, de esta forma, garantizar la mayor sensibilidad del 

método a estas concentraciones.
22 

La precisión y la veracidad se determinaron de la misma forma que para el método de Ntotal. 

 

Materiales de referencia 

Material de referencia para Ntotal Albúmina bovina con un contenido proteico de 96 %, que representa un 15,1 % de 

nitrógeno orgánico. 

Material de referencia para Nam Cloruro de amonio (NH4Cl, Merck; pureza: 98 %). Se siguieron las indicaciones 

dadas por APHA.
19

 Se preparó una disolución de reserva de 1000 mg Nam/L, a partir de la cual se prepararon cuatro 

concentraciones diferentes de Nam(0,2, 5, 10 y 20 mg Nam/L) para aplicarle las  metodologías analíticas. 

Se probó la estabilidad en el tiempo de los MR, mediante un estudio de reproducibilidad, mediante un gráfico de 

control de la media, según se ha descrito por Suárez y cols.
23

 

Los medios de medición utilizados se encontraban calibrados/verificados por el INIMET. 

 

Procesamiento Estadístico 

Se empleó el programa de computación Excel 2010
 
y el paquete de programas estadísticos Statgraphic Centurion XV, 

2007.
 
Se calculó la media ( ), la desviación estándar (DE) y la desviación típica relativa o coeficiente de variación 

(CV, %), este último se empleó como indicador de la precisión. El sesgo y el porcentaje de recobrado (Rec., %) se 

calcularon como indicadores de la veracidad. 

Además, se halló el intervalo de valores del sesgo para cada concentración estudiada, con el objetivo de establecer su 

significación, de acuerdo con los criterios establecidos en ISO 5725:1994.
24

 

Para la detección de posibles valores fuera de límites se utilizó la dócima de Grübbs y se aplicarón aplicando las 

reglas descritas en documentos normalizativos.
24 

se aplicó el Análisis de Varianza (ANOVA), para la comparación de 

los resultados con el objetivo de determinar si existían diferencias significativas entre sus medias y el análisis de 

regresión lineal para hallar el valor de las muestras, mediante extrapolación, en el método de adición de estándares 

múltiples. 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Empleo de la albúmina bovina como material de referencia (MR) para el método de Ntotal Kjeldahl 

Las pruebas preliminares de la posibilidad de uso de la albúmina bovina como material de referencia para el control 

de la prueba de reproducibilidad en la determinación de Ntotal Kjeldahl, demostraron que era factible su aplicación, 

cuando se preservaba en congelación en alícuotas de 1,5 mL, las cuales se  descongelaban  antes de su utilización y se 

desechaban  el resto una vez terminado el análisis, en el día. 

Al analizar los resultados obtenidos en la prueba de reproducibilidad (20 mg Ntotal/L), se pudo observar (Fig. 1) que 

para la concentración empleada en esta experiencia, es perfectamente factible la utilización de este material de 

referencia hasta los 13 d de preparado, ya que los resultados de las medias de las determinaciones diarias se 

encontraron dentro de los límites de ± 2 DE, considerados como límites de advertencia, según se establece en los 

métodos normalizados,
7 

 lo que había sido utilizado con anterioridad en el laboratorio para la evaluación de estudios 

de estabilidad de MR.
25 
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L.S.C. y L.I.C. (Límites superior e inferior de control); 

   L.S.A. y L.I.A. (Límites superior e inferior de advertencia) 

 

Fig.1.Gráfico de control para el estudio de la estabilidad de la albúmina bovina empleada como material de 

referencia en el método de Ntotal Kjeldahl 

 

Verificación del método de Ntotal Kjeldahl 

Aunque en la norma NC ISO/IEC 17025: 2006
26 

(que establece la competencia técnica de los laboratorios) se 

especifica que, el laboratorio no necesita realizar una validación del método de ensayo si utiliza un método 

normalizado y puede emplear, a los efectos del aseguramiento de la calidad de los resultados analíticos, los 

indicadores de calidad que tenga el método normalizado, resulta conveniente que el laboratorio establezca sus propios 

criterios de aceptación de los dos indicadores fundamentales de calidad analítica; es decir, precisión y veracidad, los 

cuales se realizan mediante una verificación del método. 

Los resultados de la verificación del método Kjeldahl (intervalo de concentraciones 0,2 a 100 mg/L), en lo referente a 

la precisión, dieron como resultado que la variabilidad observada en las mediciones realizadas, fueron superiores para 

valores de 0,2 y 5 mg Ntotal/L, siendo el caso más crítico, la concentración de 0,2 mg Ntotal/L (Tabla 1). Teniendo en 

cuenta que en el aseguramiento de la calidad de los resultados, el laboratorio ha establecido en un 10 % el coeficiente 

de variación máximo permisible (CVMP) para este método de ensayo, las concentraciones de 0,2 y 5 mg/L no 

tuvieron valores aceptables de precisión, ya que arrojaron resultados muy superiores a este valor (Fig. 2). Es necesario 

considerar que, en diferentes trabajos
27-29

 se reporta que la precisión del método es variable, llegando a obtenerse 

coeficientes de variación de hasta 30,5 % para Ntotal, por lo cual no resulta desacertado considerar como CVMP un 

valor de 10 %. 

 

Tabla 1. Resultados de la verificación del método de Ntotal Kjeldahl empleando albúmina bovina como material de 

referencia 

 

 

Concentración teórica 

(mg/L) 

 
0,20 5,00 10,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 

 
Precisión 

, (mg/L) 
 

1,68 4,03 10,20 19,88 40,02 58,98 79,84 98,12 

D.E. (mg/L) 1,17 0,76 0,69 0,62 0,62 1,10 0,70 2,23 

C.V. (%) 69,64 18,86 6,76 3,12 1,55 1,87 0,88 2,27 

 
Veracidad 

Recobrado (%) 840,00 80,60 102,00 99,40 100,05 98,30 99,80 98,12 

Sesgo (mg/L) 1,48 -0,97 0,20 -0,12 0,02 -1,02 -0,16 -1,88 

Significación sesgo Sí Sí No No No No No No 

                  D.E. Desviación estándar. C.V. Coeficiente de variación. 

 

Teniendo en cuenta estos resultados, se puede establecer que el LC para este método, en las condiciones del 

laboratorio, resulta 10 mg/L, lo cual difiere de lo señalado por APHA,
8
 que reporta 5 mg/L como el LC para el Ntotal 

Kjeldahl (Fig. 2). 



Revista CENIC Ciencias Químicas, Vol. 44, 2013. 

 

 

6 

 

 

 
 

Fig.2.Gráfico de coeficiente de variación (CV, %) experimental para la evaluación de la precisión del N total Kjeldahl, 

según las condiciones del laboratorio, en el intervalo de concentraciones estudiado. 

 

Al evaluar la veracidad (Tabla 1), como sesgo (absoluto y relativo) y porcentaje de recobrado, resaltó que el valor 

obtenido de la media,
 

 para la concentración de 0,2 mg Ntotal/L, fue ostensiblemente superior (más de ocho veces) 

al valor teórico (Tabla 1). 

 

El análisis de los valores de sesgo indicó de qué forma y en qué medida los valores obtenidos son mayores o menores 

que el valor teórico. Si se analiza los valores del sesgo (Tabla 1) para la concentración de 0,2 mg Ntotal/L la media de 

los valores estimados son superiores (valores positivos) que el valor teórico, con un sesgo significativo y un 

recobrado de 840% (es decir, más de ocho veces superior a la concentración real. De la misma forma, los resultados 

obtenidos con la concentración de 5 mg/L tampoco fueron aceptables. En ambos casos, debe tenerse en cuenta que el 

sesgo no debe ser significativo (o sea, que no haya presencia de errores sistemáticos) y que los valores aceptables de 

recobrado deben encontrarse en el intervalo de 93 a 107 % (Fig. 3). 

 

Teniendo en cuenta que la precisión y la veracidad son indicadores de calidad analítica imprescindibles, y conjugando 

los resultados obtenidos, se puede inferir que el método estudiado presentó menor exactitud (conjugación de la 

precisión y la veracidad)
30 

para las concentraciones de 0,2 y 5 Ntotal/L, siendo el caso más crítico la concentración de 

0,2 mg Ntotal/L (Tabla 1). 

 

Relacionando los resultados de precisión y veracidad se pudo establecer la concentración de 10 mg/L como el LC o la 

menor concentración que es posible determinar con valores aceptables de precisión y veracidad. 

Este LC en las condiciones del laboratorio (10 mg/L) concordó con lo reportado por Monras y cols. en un estudio de 

validación del método de N-Kjeldahl en aguas residuales, trabajando incluso con un equipamiento con cierto grado de 

automatización.
29 

 

Al ser superior el LC del Ntotal Kjeldahl en el laboratorio al LMPP establecido por la norma cubana de vertimiento de 

aguas residuales
18

 en los casos de vertimientos a cuerpos de agua o infiltración al subsuelo de clase A, el laboratorio 

se vería precisado a establecer otras alternativas de medición, con el objetivo de lograr resultados confiables y poder 
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determinar el cumplimiento o no de esta normatividad. En este caso, se optó por la conocida técnica de adición de 

estándar para lograr establecer el valor de la concentración de la muestra, con una adecuada confiabilidad, cuando 

este fuera inferior a 10 mg/L. 

 
                          RMínP  recobrado mínimo permisible. RMáxP recobrado máximo permisible. 

 

Fig.3. Comparación de los porcentajes de recobrado obtenidos en la verificación del método de Ntotal Kjeldahl, con el 

intervalo permisible de los valores de recobrado establecidos en el laboratorio. 

 

Aplicación del método de adición de estándares múltiples para concentraciones inferiores de 10 mg Ntotal/L 

En este estudio se aplicaron los métodos Kjeldahl normalizado y con adición de estándares múltiples en muestras de 

aguas residuales porcinas y empleando como material de referencia albúmina bovina (Tabla 2). Se escogió el agua 

residual porcina, dada su matriz compleja, como forma de imponer condiciones extremas al estudio. 

 

Tabla 2. Comparación del método Kjeldahl normalizado y con adición de estándares múltiples a dos niveles de 

concentración, con aguas residuales porcinas y albúmina bovina como MR 

 

 Método 

Kjeldahl 

Método Kjeldahl con adición 

de estándares múltiples 

Concentración Teórica 

(mg/L) 

Hallada 

   

Recobrado 

(%) 

Concentración 

hallada 

(mg/L) 

Recobrado 

(%) 

2,9 3,5 120 2,93 101 

6,0 3,5 58 5,88 98 

 

Mediante la regresión lineal de los resultados de las adiciones de estándares múltiples se obtuvieron las 

concentraciones reales de aquellas muestras, las que  fueron inferiores a 10 mg/L. (Fig. 4). El intercepto (0 adición) 

correspondió al valor real de la muestra. 

Se obtuvieron porcentajes de recobrados adecuados en el método de adición de estándares múltiples con respecto al 

método normalizado que no tuvo ese desempeño (Tabla 2). Se observa que en el método de adición de estándares 

múltiples se encontró una correspondencia lineal entre las concentraciones añadidas y el valor teórico, ya que los 

coeficientes de correlación fueron elevados para las concentraciones determinadas (2,9 y 6,0 mg Ntotal/L) (Fig. 4). 
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Fig.4. Prueba de adición de estándares múltiples en el ensayo de Ntotal Kjeldahl, para dos concentraciones 

(izquierda: 2,9 mg/L; derecha: 6,0 mg/L). 

 

De acuerdo con los resultados anteriores se puede resumir que el método de adición de estándares múltiples sería una 

herramienta adecuada para el análisis de muestras de aguas residuales con concentraciones inferiores a 

10 mg Ntotal /L. Por otra parte, el hecho  también permite corroborar la aplicabilidad de los resultados  en muestras de 

matrices complejas como lo constituye el agua residual porcina. Con el empleo de la adición de estándares múltiples 

para concentraciones de Ntotal Kjeldahl menores a 10 mg/L, el laboratorio podría ofrecer resultados muy 

marcadamente confiables. Sin embargo, debe considerar los costos de esta variante si lo introduce dentro de los 

servicios que oferta. 

 

Comparación de los métodos de nitrógeno amoniacal (Nam) Kjeldahl y Electrodo Selectivo de Amonio (ESA) 

Ahora bien, en ocasiones se necesita solamente determinar el contenido de nitrógeno amoniacal (por ej. para el 

monitoreo de este indicador), pudiendo emplearse en este caso, el método del ESA, si las concentraciones fuesen 

inferiores al LC del método Kjeldahl, como una alternativa adicional a la opción de adición de estándares múltiples 

analizada anteriormente y si se cuenta con este tipo de equipamiento. El método del ESA resulta rápido y confiable, 

requiere menores volúmenes de muestra y contando con un LC apreciablemente inferior al del método Kjeldahl.
19

 Los 

resultados obtenidos al realizar las determinaciones de Nam en material de referencia mediante los métodos Kjeldahl y 

ESA (Tabla 3) mostraron que las medias obtenidas con el método del ESA fueron siempre superiores que aquellas 

obtenidas con el método Kjeldahl, excepto para la concentración de 0,2 mg/L, y lo que  probablemente sea  debido al 

enorme error que existe cuando se aplica este método para determinar  concentraciones iguales o inferiores a esta. Al 

comparar, mediante un análisis de varianza (ANOVA), las medias obtenidas por los dos métodos, se observó que para 

las concentraciones de 20 y 10 mg/L no se encontraron diferencias significativas entre ambos (última fila Tabla 3 y 

Fig. 5, izquierda), pero para las concentraciones de 5 y 0,2 mg/L (última fila Tabla 3 y Fig. 5, derecha) las diferencias 

entre ambos métodos fueron estadísticamente significativas (95 % de confianza), teniendo en cuenta que dichas 

concentraciones eran inferiores al LC del método Kjeldahl establecido en el laboratorio. 

 

Tabla 3. Resultados del estudio de la precisión en la determinación de nitrógeno amoniacal (Nam) mediante los 

métodos de Nam Kjeldahl y electrodo selectivo de amonio a diferentes concentraciones, empleando como MR cloruro 

de amonio 

 

 Precisión 

 ESA_20 KJ_20 ESA_10 KJ_10 ESA_5 KJ_5 ESA_0,2 KJ_0,2 

Media 20,27 19,00 10,20 9,63 4,94 3,60 0,16 1,80 

DE 0,43 0,75 0,22 0,96 0,16 0,75 0,01 0,68 

CV% 2,03 3,94 1,92 9,97 3,16 20,78 6,29 37,95 

ANOVA a a b b c d e f 

ESA Electrodo Selectivo de Amonio. KJ Kjeldahl. 20, 10, 5 y 0,2 Concentraciones en mg/L.  ANOVA Resultados de la 

comparación de medias mediante el Análisis de Varianza (95 %). Letras diferentes muestran diferencias 

significativas entre las medias comparadas. 
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Las precisiones (expresadas como CV, %) del ESA estuvieron en el mismo orden de las reportadas por Molins y cols. 

Acorde con los valores referidos en APHA, en 1998
19

.En todos los casos, la precisión fue mejor para el método del 

ESA que para el Kjeldahl (Tabla 3). Para este último método, a partir de concentraciones de 10 mg/L y menores, la 

precisión decae sensiblemente, siendo el caso más crítico la concentración de 0,2 mg/L (Fig. 6). 

 

 
 

 

Fig.5. Gráfico de comparación de medias de la concentración de Nam determinada por los métodos Kjeldahl (Kj) y 

Electrodo Selectivo de Amonio (ESA). Concentraciones 10 mg/L (izquierda) y 5 mg/L (derecha). 

 

Las precisiones (expresadas como CV, %) del ESA estuvieron en el mismo orden de las reportadas por Molins y cols. 

Acorde con los valores referidos en APHA, en 1998
19

.En todos los casos, la precisión fue mejor para el método del 

ESA que para el Kjeldahl (Tabla 3). Para este último método, a partir de concentraciones de 10 mg/L y menores, la 

precisión decae sensiblemente, siendo el caso más crítico la concentración de 0,2 mg/L (Fig. 6). En el método de ESA 

la precisión se mantiene entre los valores referidos por la literatura para estas pruebas.
1 
Para concentraciones iguales o 

inferiores a 10 mg Nam/L, en la metodología Kjeldahl, la precisión disminuye significativamente, de manera que se 

sugiere tener en cuenta estos resultados para posibles aplicaciones de esta metodología a muestras que se encuentren 

en este intervalo de concentración. Como medidas de la veracidad de ambos métodos analíticos se estimaron el 

recobrado (%)y el sesgo (mg/L). se determinó si este último era significativo o no (Tabla 4),teniendo en cuenta los 

criterios dados por la norma ISO 5725.
24

 

 
 

Fig.6. Comparación de la precisión (CV, %) en los ensayos de Nam Kjeldahl y Electrodo Selectivo de Amonio (ESA), 

a diferentes concentraciones (0,2 a 20 mg/L). 

 

Se pudo observar que en el intervalo de concentraciones estudiado, el método del ESA mostró  recobrados aceptables 

y dentro del intervalo (93–107 %) establecido en el aseguramiento de la calidad del laboratorio, mientras que el 

método Kjeldahl solo tuvo recobrados aceptables para concentraciones de 20 y 10 mg/L, lo que concordó con lo 

encontrado para el método de Ntotal Kjeldahl (Tabla 1). Para valores inferiores a 10 mg/L y hasta 0,2 mg/L,  el método 

Kjeldahl no registró recobrados aceptables. En todos los casos el ESA tuvo recobrados más cercanos al óptimo (100 

%). De nuevo, el nivel de concentración de 0,2 mg/L resultó el más crítico, especialmente para el método Kjeldahl, lo 

cual concordó con lo reportado en la norma de referencia,
19

 de que este método es aplicable a concentraciones 

superiores a 5 mg/L. Este efecto se agudiza, por supuesto, en la concentración de 0,2 mg/L, en que el método 
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Kjeldahl mostró recobrados del orden de 900 %. Si se analizan los valores del sesgo en ambos métodos, para la 

concentración de 20 mg/L, se puede  inferir  que en el caso del ESA, la media de los valores estimados son superiores 

(valor positivo) en 0,27 mg/L del valor teórico; mientras que para el método Kjeldahl, esta media resulta inferior 

(signo negativo) al valor teórico en 1,00 mg/L. Siguiendo este mismo análisis, para las demás concentraciones, se 

puede observar que el método Kjeldahl siempre subestima los valores, excepto para el caso en que  la concentración 

es 0,2 mg/L, en este último caso debido al enorme deterioro de la veracidad a esta concentración. 

Los gráficos de comparación de las medias de los recobrados de ambos métodos (Fig. 7) para las concentraciones 

extremas estudiadas muestran que siempre se observaron diferencias significativas en los recobrados correspondientes 

a ambos métodos analíticos y que la variabilidad en este indicador de calidad analítica siempre fue menor en el 

método del ES. 

  
 

Fig.7. Gráfico de comparación de los recobrados promedio de Nam determinados por los métodos Kjeldahl y ESA 

Se demostró que el sesgo no fue significativo para ambos métodos en las concentraciones de 20 y 10 mg/L (Tabla 4). 

Ya en la concentración de 5 mg/L el sesgo del método Kjeldahl fue significativo, pero no lo fue para el  ESA. Por 

último, en el caso de la menor concentración estudiada (0,2 mg/L) el sesgo fue significativo para ambos métodos. Es 

decir, que esa concentración resultó crítica aún para el método del ESA. Este hecho concuerda con lo reportado por 

Molins y cols.,
5
 quienes establecieron como LC del ESA, en aguas residuales, una concentración de 1,6 mg/L. De 

acuerdo con estos resultados, el laboratorio debe considerar su LC del método del ESA como 5 mg/L. 

 

Tabla 4. Resultados del estudio de la veracidad en la determinación de nitrógeno amoniacal (Nam) mediante los 

métodos de Nam Kjeldahl y Electrodo Selectivo de Amonio, a diferentes concentraciones, empleando como MR 

Cloruro de Amonio. 

 

Veracidad 

 
ESA_20 KJ_20 ESA_10 KJ_10 ESA_5 KJ_5 ESA_0,2 KJ_0,2 

Recobrado % 101,4 95,0 102,0 96,3 98,8 72,0 99,8 900,0 

Sesgo promedio 0,27 -1,00 0,20 -0,37 -0,06 -1,40 -0,04 1,60 

Sesgo significativo No No No No No Sí Sí Sí 

ESA Electrodo Selectivo de Amonio. KJ Kjeldahl.  20, 10, 5 y 0,2 Concentraciones en mg/L. 

 

Es decir, que tanto para el Ntotal como para el Nam, determinados por el método Kjeldahl, el LC del método establecido 

en las condiciones del laboratorio resultó 10 mg/L, el cual debe tenerse en cuenta para aplicar una u otra de las 

alternativas analíticas estudiadas, concordando con lo reportado por Molins y cols.,
 5

 de que este debe ser el criterio 

principal para la elección del método analítico de un determinado indicador 

 

CONCLUSIONES 

La verificación del método Kjeldahl para la determinación de Ntotal, en las condiciones de laboratorio, demostró que 

es posible la determinación confiable, con precisión y veracidad adecuados, de concentraciones iguales o superiores a 

10 mg/L. La aplicación de la adición de estándares múltiples en el método Kjeldahl resultó  adecuada para la 

determinación de las concentraciones inferiores a 10 mg Ntotal/L, aunque debe tenerse en cuenta que ello aumenta el 

costo de este ensayo. El método del electrodo selectivo de amonio, en el intervalo de concentraciones estudiado (0,2 a 

20 mg Nam/L), es otra de las alternativas para cuantificar concentraciones inferiores a 10 mg Nam/L, asimismo el LC 

del laboratorio para este método es de 5 mg/L. Los resultados de la veracidad, en correspondencia con el análisis de la 

precisión, indican que concentración iguales o inferiores a 10 mg N/L deben tenerse en cuenta para la aplicación de 

una u otra de las alternativas analíticas estudiadas. 
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