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NORMA VENEZOLANA COVENIN
CARNE Y PRODUCTO CARNICO. 1218:2002
DETERMINACION DEL CONTENIDO (2% Revisién)

DE NITROGENO

1 OBJETO

Esta Norma Venezolana contempla tres métodos de referencia para la determinacion del contenido de
nitrégeno en carne y productes carnicos.

2 REFERENCIAS NORMATIVAS

Esta norma es completa.

3 DEFINICIONES
Para los propésitos de esta Norma Venezolana COVENIN aplica la siguiente definicion:

3.1 Contenido de nifrégeno

Es la cantidad de nitrégeno correspondiente al amonlaco producido y determinado bajo las condiciones que
fija esta norma.

3.2 Contenido de proteina

Es {a cantidad de proteina correspdndiente al nitrégeno determinado, segln las condiciones que fije esta
norma multipticado por el factor 6,25. El contenido de proteina se expresa en porcentaje.

4 METODOS DE ENSAYO
4.1 Método |

4.1.1  Principio

Este método consiste en la digestion de la muestra a ensayar con dcido sulfirico concentrado, usando sulfato
cuprico pentahidratado como catalizador, para convertir el nitrégeno orgénico a iones de amonio en un exceso
de solucién de acido bdrico. Titular con &cido clorhidrico con el fin de determinar el amoniaco presente en el
acido bérico y calcular el contenido de nitrégeno de la muestra a partir de la cantidad de amoniaco producido.

41.2 Equipos y materiales

4.1.2.1 Molinillo de carne provisto de un plato con orificios de un diametro no mayor de 4 mm.
4.1.2.2 Bureta de 50 ml,

4.1.2.3 Matraz de Kjeldahl de 800 m 0 500 ml

4.1.2.4 Equipo de destilacion a vapor o equipo de destilacion ordinario.

4.1.2.5 Fuente de calor para flevar a cabo la digestién que permita el calentamiento del matraz de Kjeldahi en
posicion inclinada, de tal forma que la fuente de calor solamente togue aguelia parte de la pared del matraz
que esta por debajo del nivel de liquido. También se puede usar un plato de asbesto con un orificio en su
centro, de forma que solo la parte inferior del frasco esté expuesta al calor.

4.1.2.6 Equipo para succionar los gases producidos durante la digestion.

4.1.2.7 Balanza (apreciacion 0,001 g}
4.1.2.8 Matraces aforados de 1000 ml.
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4.1.2.9 Matraz erlenmeyer de 500 mi.

4.1.2.10 Mechero.

4.1.2.11 Papel encerado, piezas de 9 cm x 6 cm, libre de proteinas
4.1.2.12 Regularizadores de ebullicion.

4.1.2121 Para la digestion. Perlas de vidrio o trocitos de porcelana.

4.4.212.2 Para la destilacion. Trocitos de piedra pdmez o carburo de silicio.

4.1.3 Reactivos

Todos los reactivos deben ser de grado analitico y el agua debe ser destilada o de pureza equivalente, a
menos que se especifique lo contrario.

4.1.3.1 Acido clorhidrico 36,5 % a 38 %

4.1.3.2 Sulfato clprico penta hidratado (Cu 504.5H,0).
4.1.3.3 Sulfato de potasio anhidro (K;S0y).

4.1.3.4 Acido sulfarico (d = 1,84 g/mi).

4,1.3.5 Hidréxido de sodio (NaOH).

41.3.51 Solucion de hidroxido de sodio libre de carbonato que contenga aproximadamente 33 g. de
hidroxido de sodio (NaOH) por 100 g de solucién. Disolver 500 g. de hidréxido de sodio (NaOH) en 1000 mi de

agua.
4.1.3.6 Acido borico (HaBOa).

414 Soluciones

4.1.4.1 Solucion de acido bérico: Disolver 40 g. del acido borico en agua destilada y llevar a volumen en un
matraz aforado de 1000 ml.

4.1.4.2 Solucién valorada de acido clorhidrico 0,1N.

4.1.4.3 Solucion indicadora (rojo de metilo-azul de metileno). Disolver 2 g. de rojo de metilo y 1 g. de azul de
metileno en un matraz aforado de 1000 m! llevande a volumen con etanol al 95 % (v/v). El cambio de color de
esta solucién ocurre a pH 5,4. La solucién se debe guardar en una botella de color ambar, protegida de la luz

y en lugar fresce.
4.4.5 Preparacion y conservacion de la muestra

4.1.5.1 Se parte de una muestra representativa no menor de 200 g. La muestra se homogeniza haciéndola
pasar al menos 2 veces por el molinillo de carne y luego mezclar.

4.1.5.2 Guardar la muestra una vez homogenizada en un envase de vidrio o similar con tapa de seguridad
para aire y agua de tal manera que se evite su deterioro 0 cambio de composicion. Analizar fa muestra tan
pronto como sea posible, pero siempre dentro de las 24 horas siguientes a su preparacion.

416 Procedimiento

4.1.6.1 Pesar con una apreciacion de 0,001 g sobre el papel encerado, alrededor de 2 g de la muestra
preparada 6 1,5 g si se trata de una muestra con alto contenido de grasa.

4.1.6.2 Transferir la muestra de ensayo a un matraz de Kjeldahi, en el cual se ha colocado previamente unas
perlas de vidrio o porcelana, 15 g de sulfato de potasio anhidro y 0,5 g de sulfato cuprico.

NOTA 1: Evitar que el material se adhiera al cuello def matraz Kjeldahl.

4.1.6.3 Afadir al matraz de Kjeldahl 25 ml de acido sulfurico, mezclar agitando suavemente el liquido vy
colocar un tapén de goma.
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4.1.6.4 Colocar el matraz en posicion inclinada formando con la vertical un angulo de 40° sobre la fuente de
calor. Al principio calentar el matraz suavemente hasta que el liquido cese de formar espuma y el contenido
se haya fundido. Luego aumentar la temperatura hasta ebullicién, rotando el matraz ocasionalmente hasta
que el liquido se vuelva transparente y de color azul-verdoso. Dejar que ebulla &l Hquido por una hora y media
mas. El tiempo total de digestion no debe ser menor de 2 horas.

NOTA 2: La mezcla se solidifica si se deja en reposo.

4.1.6.5 Enfriar el matraz hasta una temperatura de 40 ° C y afadir cuidadosamente 50 ml de agua destilada.
Mezclar y dejar enfriar a temperatura ambiente.

4.1.6.6 Verter en el matraz Erfenmeyer 50 ml de solucidn de acido bérico, afadir unas gotas de solucion
indicadora (4 gotas), mezclar y colocar bajo el condensador del equipo de destilacion, de forma gue e
extremo quede sumergido en el liquido contenido en el matraz.

4.1.6.7 Tratar el contenido del matraz de Kjeldahl por uno de los dos procedimientos descritos a continuacion.

4.16.7.1  En el caso de destilacion a vapor: transferir el contenido del matraz Kjeldah! al matraz del equipo
de destilacion, enjuagar el matraz con 50 mi de agua destilada y afiadir 100 mi de hidréxido de sodio, a lo
largo del cuello inclinando del matraz a fin de que las dos capas en el matraz no se mezclen. Inmediatamente
conectar el matraz af aparato de destilacion y calentar el liquido por medio de vapor hasta que ebulla durante
20 minutos. Calentar suavemente para reducir la formacién de espuma. El volumen de destilado recogido

debe ser al menos de 150 mi.

4.1.6.7.2 En caso de destilacién ordinaria: diluir cuidadosamente el contenido del matraz de Kjeldahf con
300 ml de agua destilada y mezclar. Luego de 15 min. afiadir 100 mi de solucién de hidréxido de sodio a lo
largo del cuello inclinado del matraz a fin de que las dos capas contenidas en el matraz no se mezclen.
Inmediatamente conectar el matraz al equipo de destilacion. Destilar alrededor de 250 m! tomando la
precaucion de que el destilado se enfrle y evitar el calentamiento de la solucion de acido bérico contenido en

el frasco de recoleccion.

4.1.6.8 En cualquiera de las dos formas de destilacion, bajar el matraz de recoleccion justo antes de que
termina ia destilacion de manera que el orificio de salida del condensador quede por encima del fquido.
Enjuagar la parte final del aparato de destilacién (interna y externamente) con un poco de agua destilada.
Verificar la destilacion completa del ameniaco usando papel tornasol rojo humedecido con agua destilada, su
color no debe ser afectado por el liquido que gotea del condensador.

4.1.6.9 Si la destilacion se considera incompleta, suspender el calentamiento y llevar a cabo una nueva
destilacion.

4.1.6.10 Titular el contenido del matraz de recoleccion con solucion de &cido clorhidrico (0,1 N)
anotando el volumen gastado en la titulacion. Se deben realizar dos determinaciones.

4.1.6.11 Realizar un blfanco usando papel encerado y todos los reactivos en las mismas cantidades
que para la muestra.

NOTA 3: Realizar las determinaciones en una atmésfera libre de vapores de amoniaco.
4.1.7 Expresion de los resultados

4.1.7.1 El contenido de nitrogeno total, como porcentaje en masa de la muestra es igual a;

% Nitrogeno = iyé:%?i‘ﬁ x 100

Donde:

A = 0.0014 (1 ml acido clorhidrico 0,1 N equivalente a 0,0014 g de nitrogeno)

Vy = Volumen de la solucidn de acido clorhidrico 0,1 N usado en la titulacion del blanco, en mililitros

Vi = Volumen de la solucion de acido clorhidrico usado en la titulaciéon de la muestra de ensayo, en
mililitros

M = Masa de la muestra de ensayo, en gramos.
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NOTA 4: A fin de determinar el contenido de protefnas, se mulliplica el nitrogeno total por el factor 8,25, El
contenido de proteinas se expresa en porcentaje.

4.1.7.2 Tomar como resulfado final la media aritmética de dos determinaciones, siempre que se cumpla
{4.1.7.3) con la repetibilidad.

4.1.7.3 La diferencia entre los resultados de dos determinaciones realizadas simultaneamente por un mismo
analista no debe ser mayor de §,10 g de nitrégeno por 100 g de muestra-

4.1.8 Informe

En ef informe del ensayo se debe indicar:

4.1.8.1 Fecha de realizacién del ensayo

4.1.8.2 ldentificacion completa de la muestra

4.1.8.3 Resultado det analisis

4.1.8.4 Numero, titulo y métode de la norma COVEONIN consultada
4.1.8.5 Nombre del analista

4,1.8.6 Observaciones

4.2 Meétodo Il

4.2.1 Principio

Este método consiste en la digestidn de la muestra a ensayar con acido sulfurico concentrado, usando sulfato
de cobre como catalizador, para convertir el nitrdgeno organico a iongs de amonio en un exceso de solucion
de acido clorhidrico. Titular con hidréxido de sodio a fin de determinar el amoniaco presente en el acido
clorhidrico y calcular el contenido de nitrégeno de la muestra a partir de la cantidad de amoniaco producido.

4.2.2 Equipos y materiales

4.2.2.1 Molinillo de carne provis'to de un plato con orificios de un didmetro no mayor de 4 mm.
4.2.2.2 Bureta de 50 mi.

4.2.2.3 Matraz de Kjeldah! de 800 ml o 600 ml

4.2.2.4 Equipo de destilacion a vapor o equipo de destitacion ordinario.

4.2.2.5 Fuente de calor para llevar a cabo la digestion que permita el calentamiento det matraz de Kjeldahl en
posicion inclinada, de tal forma que fa fuente de calor solamente toque aquella parte de fa pared del matraz’
gue esta por debajo del nivel de liguido. También se puede usar un plato de asbesto con un orificio en su
centro, de forma que solo fa parte inferior del frasco esté expuesta al calor.

4.2.2.6 Equipo para succionar los gases producidos durante la digestion.
4.2.2.7 Balanza (apreciacion 0,001 g)

4.2.2.8 Matraces aforados de 1000 ml.

4.2.2.9 Matraz erlenmeyer de 500 mi.

4.2.2.10 Mechero.

4.2.2.11 Papel encerado, piezas de 9 cm x 6 cm, libre de proteinas
4.2.2.12 Regularizadores de ebullicion.

4.2.212.1 Para la digestion. Perlas de vidrio o trocitos de porcelana.

4.2.2.12.2 Para la destilacion. Trocitos de piedra pdmez o carburc de silicio.
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4.2.3 Reactivos

4.2.3.1 Alcohol

4.2.3.2 Catalizador Kjeldahl {156 g K, SO, + 0,45 g CuS0, 6 15 g NaSQ, + 0,45 g CuSOy,).
4.2.3.3 Acido sulfirico 96 — 98 %

4.2.3.4 Acido clorhidrico 35 — 37 %

4.2.3.5 Zinc metalico si el catalizador no tiene piedra pomez-

4.2.3.6 Solucion indicadora (rojo de metilo)

4.2.3.7 Talato acido de potasio {CsH,COOKCOOH)

4.2.4 Soluciones

4.2.41 Sclucion de NaOH 0,2 + 0,0004 N: Adicionar 108 ml NaCH {1+1) y diluir a 10 . en agua libre de CO,,
estandarizar contra talato, usando fenolftaleina como indicador.

4.2.4.2 Soluciéon fenolftaleina: Disolver 1 g. de fenolftaleina en 60 ml de alcohol y llevar con agua hasta 100
ml. pH 8,3 incoloro, pH 8,8 rosado lila

4.2.4.3 Solucion acida estandarizada, 90,2 + 0,004 N de HCI 6 H,S0,: Preparar una de estas 2 soluciones:
4.2.4.31 Acido clorhidrico: Diluir 178 ml 35 - 37% de HCI a 10 L. Estandarizar con solucion NaOH.
4.2.4.3.2 Acido sulfarico: Diluir 55 ml de H,SO, al 98% a 10 L. Estandarizar contra solucidn de NaOH.
4.2.44 Solucién de hidréxido de sodio: Preparar 100 ml de NaOH con 100 ml de agua (1+1).

4.25 Preparacién y conservacion de la muestra

4.25.1 Se parte de una muestra representativa no menor de 200 g. La muestra se homogeniza haciéndola
pasar al menos 2 veces por €l molinillo de camne y iuego mezclar.

4.2.52 Guardar la muestra una vez homogenizada en un envase de vidrio o similar con tapa de seguridad
para aire y agua de tal manera que se evite su deterioro o cambio de composicién. Analizar ia muestra tan

pronto como sea posible, pero siempre dentro de las 24 horas siguientes a su preparacion.

4.26 Procedimiento

4.2.6.1 Colocar 2 a 2,2 g de muestra pesada en el matraz Kjeldahi. Adicionar el catalizador y 40 m| de acido
suifarico.

4.2.6.2 Colocar el frasco en posicién inclinada y calentar suavemente hasta que cese la espuma (si es
necesario, afiada pequefias cantidades de parafina para reducir la espumay).

4.2.6.3 Aumentar la temperatura hasta ebullicion rotando el matraz ocasionalmente hasta que el liquido se
vuelva transparente, dejar ebullir por un tiempao total no menor de 2 horas.

4.2.6.4 Enfriar, adicionar 200 ml de agua y dejar en reposc hasta que ia temperatura sea menor a 25 °C.
Adicionar un poco de zinc granulado para prevenir una ebullicion violenta.

4.2.6.5 Inclinar matraz de Kjeldahl, adicionar el hidroxido de sodio sin agitar (por cada 10 ml de &cido
sulfarico usado, o su equivalente diluido, adicionar 15 g de hidréxido de sodio solido o solucion suficiente para

hace el contenido altamente alcalino).

4.2.6.6 Inmediatamente conectar el matraz Kjeidah! al bulbo de destilacidn o condensador. Con el extremo
del condensador sumergido en una solucion de 4cido estandarizado, adicionar 5 a 7 gotas del indicador en el
recipiente que recolecta el destilado rotando el frasco para mezclar todo el contenido.

4.2.6.7 Calentar hasta que todo el amoniaco sea destilado, el volumen del destilado debe ser mayor o
igual & 150 ml.
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4.2.6.8 Remover el recipiente recolector del destilado, lavar el extremo del condensador con agua destilada.
Titular el contenido del recipiente recolector del destilado con solucién estandar de hidréxido de sodio. Anotar

el volumen gastado en la titulacion.

4.2.6.9 Se debe usar un blanco con los reactivos usados para la muestra.
4.2.7 Expresion de resultados

El contenido de nitrégeno, como porcentaje en masa de la muestra es igual a;

(mi acido x N &cido) — (mINaOH x NNaOH]x 1,4007
gdemuestra

OA,Nz[

4.2.8 Informe

Véase punto 4.1.8

4.3 Método ill. Kjeldahl Automatico
431 Metodo directo. Principio

El método consiste en mineralizar la muestra por via hiimeda con acido sulfurico concentrado y alcalinizar por
medio de solucion de hidréxido de sodio. El amonlfaco liberado es arrastrado por destilacion y recogido sobre
acido borico. La posterior valoracion con acido clorhidrico permite el célculo de la cantidad inicialmente

presente de proteina en la muestra.
4.3.2 Método indirecto. Principio

El metodo consiste en mineralizar la muestra via himeda con &cido sulfirico concentrado y alcalinizar por
medio de solucién de hidroxido de sodio. El amoniaco liberado es arrastrado por destitacién y recogido en una
cantidad determinada de acido suifirico & acido clorhidrico, valorando el exceso con solucién de hidroxido de

sodio.
4.3.3 Equipos

Analizador Kjeldahl (proteina-nitrogene) automatico ¢ semiautomatico, 6 equivalente, para 1o cual se debe
aplicar el procedimiento indicado por el fabricante
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