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RESUMEN

El material de este trabajo se ha dividido en seis capitulos. En algunos de ellos
se hacen revisiones criticas de temas muy particulares y en otros, se hacen
desarrollos metodoldgicos donde se utilizan las diversas ideas del
acoplamiento de analisis en flujo con deteccion por espectroscopia molecular.
Especificamente, en el capitulo 1, se desarrolla un método para la
determinacién de piruvatos en cebolla mediante el uso de un sistema
automatizado por acoplamiento del analisis en flujo con irradiacion de
microondas y deteccion por espectroscopia de absorcién molecular en el Uv-V.
El piruvato, que se forma a partir de una reaccién enzimatica que se inicia
cuando se produce la destruccion del tejido de la cebolla, es considerado un
parametro de calidad en este tipo de muestras. Los niveles de piruvato son
determinados; mediante Ila reaccion de éste con el reactivo 24-
dinitrofenilhidracina (2,4-DAN) en medio acido y con un calentamiento a baja
temperatura, cuyo producto de la reaccion presenta un_espectro con un
macirg ¢a 45, Ef@amieva oropieste a |a daterrinc 6 02 piraviatd en
cebollas, tiene 1a enorme ventaja que €1 una sola introduccion de 1a muestra es
posible obtener la correccion simultanea de la sefial de fondo generado por el

exceso del reactivo derivatizante (2,4-DAN).

A partir del capitulo 2, se toma como sistema modelo el analisis de nitrito. Es
bien conocido desde hace muchos afios que la determinacion de este i6n ha
sido un tema de gran interés para muchos investigadores, debido a que esta
especie es altamente toxica y los seres vivos se encuentran constantemente
expuestos al mismo @ El capitulo 2, corresponde a una revision bibliografica
exhaustiva sobre las diversas metodologias que existen hoy dia para la
determinacién de nitrito en aguas y otras matrices; utilizando la espectroscopia
de absorcién molecular en la region del ultravioleta-visible como sistema de
deteccion. Aqui, se exploran los diversos montajes y sistemas de reactivos
empleados; asi como se contrastan las figuras de méritos obtenidas en las
diversas propuestas que han sido utilizadas. Entre las conclusiones obtenidas a

partir de esta experiencia llama la atencién el aporte de los métodos cinéticos



en cuanto a sensibilidad, limites de deteccion, sencillez y rapidez en el analisis
de nitrito. En este sentido, el capitulo 3, contiene una revision bibliografica
exhaustiva sobre los métodos cinéticos. A partir de esta informacion, en el
capitulo 4, se hace una propuesta de un método cinético espectrofotométrico
para la determinacién de trazas de nitrito, basado en su accién catalitica sobre
la oxidacion de la tionina por parte del bromato de potasio en medio acido, en
un sistema de flujo. Aqui, se utilizan las ideas propuestas en el primer capitulo
en cuanto a la adquisicion de espectros en la modalidad continua y en un

sistema dual.

En el capitulo 5, se explora la potencialidad que tiene la espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier como forma de deteccion cuando se
generan en linea fases gaseosas. Los diversos trabajos que se encuentran en
la literatura especializada sobre este tema, fueron revisados en forma critica.
En general, las configuraciones de los sistemas son muy simples y pueden ser

adaptados a cualquier espectrometro IR-TF.

Fine'meite) erdlel capitle 6.s2 dz2sarHlia lrinueyvo meteda, cltetnative rapido
y simple para la determinacion de nitrito en un sistema acoplado de analisis en
flujo con generacion de fase gaseosa y deteccion por espectrometria infrarroja
con transformada de Fourier. El método se basa en la conversion de los iones
nitrito en medio acido a 6xido nitrico (NO) mediante el uso de acido ascérbico
como reductor. En este punto es interesante destacar que el NO es una
molécula gaseosa activa en el IR, que presenta una banda analitica de interés
en 1874 cm™. El éxido nitrico generado en linea se transporta mediante un gas
de arrastre e inerte, a una celda de gases que se encuentra alineada al paso
optico de un FT-IR. La mayor ventaja del método es que involucra la
separacion del analito de la matriz con lo que se elimina las posibles

interferencias espectrales.
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1 INTRODUCCION

La espectroscopia de absorcidon molecular (EAM) en las regiones del ultra
violeta-visible (UV-V) e infrarrojo (IR) corresponden a dos técnicas
instrumentales con mucha historia dentro de la espectroscopia molecular, que
han sido ampliamente utilizadas en los laboratorios de analisis tanto en el
analisis cualitativo como cuantitativo. Sin embargo, el historial de la
espectrofotometria de absorcion molecular en el UV-V se relaciona
fundamentalmente a la cuantificacion, mientras que la espectrometria infrarroja
se ha asociado durante muchos afos principalmente a la identificacion y

elucidacioén de estructura.

El intervalo de radiacion UV-V esta comprendido entre 10 y 780 nm, sin
embargo desde el punto de vista experimental la regién de longitudes de onda
mas utilizadas es de 180 a 780 nm debido a que los componentes atmosférico
absorben de manera importante por debajo de esta region. La absorcién de
cadiacionaUYsV.ageneritmentalresuiia, de- laexci acion del log=clectronessde
eilete; Tollio conrecuencia, log p.cesd elaliscrcinyn pueder ¢oirelicione/secon

los tipos de enlaces de las especies objeto de estudio.

La espectroscopia de absorcion molecular se basa en la medida de la
transmitancia (T) o absorbancia (A) de disoluciones que se encuentran en
cubetas transparentes a la radiacion, que tienen un camino Optico (b) bien
definido. Esta técnica se utiliza en muestras en estado liquido y gaseoso

teniendo esta ultima aplicaciones muy recientes.

Cuando un haz de radiacién de una determinada longitud de onda incide sobre
una disolucidon que contiene una especie absorbente, la cantidad de luz
absorbida (ignorando pérdidas por reflexion, etc.) es una funcidén de la
concentracion de la especie en la trayectoria del haz y del espesor de la
misma. Esta relacién esta bien expresada matematicamente en la conocida ley

combinada de Beer-Lambert:



A=—logT=10g%=exbe

Donde A corresponde a la absorbancia, T es la transmitancia, Po y P
representan la potencia de la radiacion incidente y transmitida respectivamente,
b es el paso optico y ¢ es el coeficiente de extincion molar (si C es expresada
en mol I'" y b en cm). El pardmetro ¢ es caracteristico de la especie absorbente
y de la transicion electrénica involucrada; depende de la longitud de onda, de la
temperatura y del indice de refraccion. Una representacion grafica de la
absorbancia en funcion de la longitud de onda es los que se conoce como
espectro de absorcion. Este describe el comportamiento de absorcién (o del
coeficiente de absorcion molar) de una especie con la longitud de onda. Los
espectros de absorcidn se caracterizan por presentar pocas bandas, que
suelen ser anchas y carentes de estructura fina; lo que le imprime a esta
técnica instrumental la caracteristica de ser poco selectiva; por lo tanto las
aplicaciones_en_el_an¢lisis culitativo estdn _en ‘ierta me lida_limitadas. En
conirasic, \la @osorcidr, d:lracic cidn/ por mole culas A lrigifud :s_de/oidas
especificas se usa para el analisis cuantitativo debido a la relacién directa entre

la absorbancias y la concentracion descrita con anterioridad.

Existen tres tipos de transiciones electrénicas y estas incluyen: 1) electrones o,
ny n, 2) electrones d y f y 3) electrones de transferencia de carga 2. Las
especies absorbentes que contienen electrones o, © y n incluyen iones y
moléculas organicas, asi como algunos aniones inorganicos. A pesar de que
practicamente todas las moléculas organicas son capaces de absorber
radiacion ultravioleta visible, porque todas contienen electrones de valencia que
pueden ser excitados a niveles de energia superiores, no todas presentan una
absorcion importante en la region espectral experimentalmente accesibles (180
-780). La mayoria de las aplicaciones de espectroscopia de absorcion en
compuestos organicos se basan en las transiciones n—n* y n—n*. Ambas
transiciones requieren la presencia de grupos funcionales no saturados

(croméforos) que aportan los electrones n. La absorciéon de los cromoforos



simples en la regién del UV accesible (> 180 nm) resulta de la transicion n—>x*
y los coeficientes de extincion molar para estas transiciones son generalmente
muy bajos, normalmente se encuentran entre 10 y 100 L cm-' mol™. En
contraste, las absorciones correspondientes a las transiciones n — =n*
generalmente aparecen en el UV lejano (<180 nm), pero los coeficientes de
extincion molar normalmente oscilan entre 1000 y 10.000 L cm™ mol™ (. Sin
embargo, cuando las moléculas organicas presentan en su estructura grupos
cromoforos o especies que presenten efectos multicromoférico y/o alto nivel de
conjugacion, se producen desplazamientos importantes de los maximos de
absorcion hacia longitudes de ondas largas (efecto batocromico) con
incrementos sustanciales en los coeficientes de extincion molar (efecto

hipercromico) ©.

Con respecto a los sistemas inorganico s, la presencia en las moléculas de
transiciones de transferencia de carga, que se caracterizan por muy elevados
coeficientes de absortividad molar abre, una interesante perspectiva bajo la

eplici cela/ctahificacion

La espectroscopia de absorcion molecular en el UV-V permite el analisis de
ciertas especies cuya absorcion es inicialmente muy débil o bien su absorcidn
se encuentra en una parte del espectro en las que coexisten otras absorciones
que interfieren. Con este fin, la medida de absorbancia esta precedida de una
transformacién quimica del analito en un derivado que presenta una absorcion
fuerte en el UV-V. La reaccién involucrada debe ser especifica, total, rapida,
reproducible y conducir a un derivado estable en solucién. En este sentido, los
agentes complejantes tienen una amplia aplicacion en la determinacién de
especies inorganicas. Entre estos reactivos destacan el ion tiocianato para la
determinacién de hierro, cobalto o molibdeno; el anidn del perdxido de
hidrogeno para la determinacién de titanio, vanadio o cromo y el ion yoduro
para la determinacion del bismuto paladio o telurio (2"

Los agentes quelantes organicos que forman complejos coloreados estables

con cationes, son de mayor importancia debido a que estos complejos



presentan coeficientes de absorcion muy altos. Como ejemplos se pueden
mencionar la 1,10 -fenantrolina para la determinacién de cantidades muy
pequefias de hierro, la dimetilglioxina para determinar el niquel, el

dietilditiocarbamato para el cobre y la difenilditiocarbazona para el plomo (1.2)

Entre los reactivos que han sido ampliamente utilizados para la determinacion
de algunos aniones inorganicos destacan: el molibdato de amonio para
determinar fosfato; la cloramina T conjuntamente con piridina y el acido
barbiturico para la determinacion de cianuro, el o6xido de mercurio
conjuntamente con nitrato de hierro (III) y nitrato de aluminio se utilizan para
determinar sulfato y finalmente, la determinacion de nitrito se basa en la
reaccion del i6n con una amina aromatica primaria en medio acido para
generar una sal de diazonio; seguida por una reaccién de acoplamiento con
una amina aromatica o un fenol. En la mayoria de estas reacciones, se obtiene

un producto que presenta una intensa absorcion en el visible @.

Otma forma en lay quie si>#ha predarcionacco se'eativ dadra 1a sectrofatometria
Q2 @osC.cin rhoizcutalvan eV ng S Utiizanad Latéonica camo deteCtomsan

sistemas cromatograficos ).

En cuanto a la espectroscopia infrarroja es una herramienta versatil que se
aplica a la elucidacion de estructuras en una gran variedad de muestras
organicas, inorganicas y biologicas. La region del infrarrojo (IR) del espectro
abarca la radiacién comprendida entre 12.800 y 10 cm 1 que corresponde a
longitudes de onda de 0,78 a 1000 um. Tanto desde el punto de vista de las
aplicaciones como de instrumentacién, el espectro infrarrojo se suele dividir en
tres regiones: infrarrojo cercano (NIR: 12.800-4000 cm™), infrarrojo medio (MID:
4000- 100 cm™) y el infrarrojo lejano (100- 10 cm™); sin embargo las regiones
mas utilizadas son las del NIR y especialmente la region del MID. Las medidas
en el IR pueden ser realizadas en la modalidad de transmision o reflectancia,

siendo la primera la que ha tenido mayor desarrollo y aplicacion (2%

El espectro IR de moléculas poliatdmicas se basa en vibraciones moleculares,



cada una depende de las masas atomicas, de la fuerza de los enlaces y de las
interacciones intermoleculares o intramoleculares. Como resultado el espectro
IR de un compuesto organico proporciona una unica caracteristica que permite

que sea distinguido de otros compuestos incluyendo isémeros.

La espectroscopia de absorcion de radiacion infrarroja obedece a una ley
similar a la ley de Beer-Lambert, de tal manera que puede ser usada con fines

cuantitativos (287,

La mayor ventaja de la espectroscopia IR sobre otras
técnicas espectroscopicas, es que practicamente todos los compuestos
muestran absorcion (o emisién), por tanto pueden ser analizadas
cualitativamente y/o cuantitativamente. Ademas es una técnica no destructiva y
permite medidas "in situ" (en el lugar) y a distancia de casi cualquier muestra
independientemente del estado fisico de ésta y muchas veces sin tratamiento

previo.

Desde el punto de vista histdrico la espectroscopia de absorcién infrarroja en la
maodalidad de transmis 2n. v susgrar < ucesy desarrcllc en=el ambitodal
ajarsisiguimicd Hualitetivo eaalticuld rmenta kajo la Wedch Hellos qlimicos
organicos. Es una técnica instrumental que se ha caracterizado, y se
caracteriza, por ser una poderosa herramienta para la identificacion de grupos
funcionales, y en general, para la elucidacion de estructuras moleculares ™. Sin
embargo, existen al menos 4 factores que han abierto las puertas de la
espectrometria infrarroja al campo del andlisis quimico cuantitativo: i) la
aparicion en el mercado de los espectrometros infrarrojos de transformada de
Fourier (IR-TF), que incorporan las conocidas ventajas de Connes, Fellgett y
Jacquinot (1,2,6,7), ii) la aparicion en el mercado de nuevos materiales
transparentes a la radiacion infrarroja totalmente inertes al agua, iii) la
comercializacién de nuevas celdas, incluyendo celdas para ser utilizadas en
sistemas de flujo, asi como celdas de multiples reflexiones que permiten
aumentar el paso optico en fase gaseosa y iv) la incorporaciéon de esta técnica
instrumental por parte de los quimicos analiticos. Como consecuencia de esto,
a partir de los afos 90, se ha visto un crecimiento importante en el numero de

trabajos publicados en las revistas mas relevantes de la quimica analitica, en



los que esta involucrada la instrumentaciéon IR-TF.

La espectrometria IR-TF es una técnica analitica simple y rapida, la cual
proporciona valiosa informacion cuantitativa acerca de la composicion de las
muestras y de los efluentes cromatograficos ® En general la espectrometria
infrarroja se puede utilizar en muestras liquidas, sdélidas y gaseosas. Sin
embargo, el uso del IR-TF dentro del analisis cuantitativo presenta diversos
inconvenientes. El analisis de liquidos o de muestras disueltas requiere la
utilizacion de celdas con un paso 6ptico conocido, generalmente muy pequeiio,
y la seleccidn previa de un solvente adecuado. Por lo general las limitaciones
que imponen los solventes, los pasos Opticos utilizados, asi como la
transparencia e inercia quimica de los materiales de las ventanas de las celdas
limita la aplicacion de esta técnica dentro del analisis cuantitativo. Esta
situacion es particularmente critica cuando se trabaja en sistemas acuosos, en
donde las zonas de transparencia Optica son limitadas y los pasos Opticos
requeridos inferiores en muchos casos a 0,05 mm ©'%. En fase sélida, el uso y
preoerecion/az ias pas.dllesfcon haiurps acaines es labcrioso v consuing un
tiempo importante. Ademas, se requuer: la incorporacion de un estandar interno
para lograr que las medidas obtenidas sean independientes del paso Optico. En
contraste, la fase gaseosa es muy adecuada para realizar determinaciones por

espectrometria infrarroja ©®

debido a varios factores, entre ellos: i) la
transparencia de los gases (los gases monoatémicos, asi como los diatébmicos
homonucleares son inactivos en el IR), ii) la sefal de fondo (background) de
estos sistemas es muy baja, y iii) las celdas gaseosas de reflexiones multiples,
ofrecen la posibilidad de trabajar con grandes pasos Opticos (varios metros),
que proporcionan buenas sensibilidades. Por estas razones, la espectrometria
IR ha sido muy utilizada como forma de deteccion en cromatografia de gases
(CG) @12y también para el analisis de muestras pirolizadas © '3 19

Por otra parte, la técnica de analisis por inyecciéon en flujo (FIA), introducida a
mediados de los afios 70 por Ruzcika y Hansen en Dinamarca *, y por
Steward en Estados Unidos ('®, ha sido acoplada a muchas técnicas

instrumentales con el fin de automatizar métodos de andlisis ya clasicos,



debido a las ventajas que aporta en términos de simplicidad, facil construccion,
bajo consumo de muestras y reactivos, versatilidad, alta frecuencia de analisis,
y precision. La técnica consiste en la insercion, de una cantidad discreta y
exacta de la muestra en un flujo portador (mediante una jeringa o valvula de
inyeccion) de manera rapida y reproducible, en la corriente de un flujo portador.
La muestra insertada desarrolla un perfil de concentracion caracteristico que al
pasar por el detector en linea con el flujo genera una sefal transitoria de pico

15.17) os primeros acoplamientos de los sistemas FIA se hicieron

caracteristica {
con deteccion espectrofotométrica, mientras que el IR ha sido una de las

ultimas técnicas espectroscépicas en ser hibridizadas.

Los acoplamientos FIA-EAM-UV-V que han sido desarrollados y descritos en la
literatura se restringen al seguimiento de la medida de absorbancia a una
longitud de onda fija en funcion del tiempo, lo cual restringe enormemente la

informacion que puede proporcionar el espectro de absorcion en cuanto a:

1)y Puseza, del sistera,

.y Fretandia ve impurzzasy

3) Seleccién del criterio de medida,

4) Correccion de la absorbancia mediante la seleccion de una linea de
base adecuada.

5) Correccion por el efecto Schildenler (Efecto de indice de refraccion).

6) El uso de la espectroscopia derivativa

Es de esperarse que en los proximos tiempos, la introduccién de los equipos
con arreglo de diodos -que se estan popularizando a una velocidad interesante
dentro de los sistemas cromatograficos- que permiten la adquisicion de los
espectros de absorcién como funcion del tiempo en sistemas continuos (como
la cromatografia), establezcan una revolucién real de esta técnica instrumental;
posiblemente en la misma magnitud que la introduccion de equipos infrarrojos
con transformada de Fourier en la espectrometria infrarroja, obligando con ello
a una revision seria de muchos de los métodos de analisis que se utilizan en la

actualidad.



Sin embargo, con el uso de equipos dispersivos es posible la adquisicién del
espectro de absorcion a partir de disefios de sistemas en los que se utilice el
analisis en flujo. En estos disefios la muestra y los reactivos son transportados
separadamente, impulsados por una bomba peristaltica y a un flujo constante
hasta un punto donde convergen y se produce la reaccion. El espectro de
absorcion se obtiene cuando el producto generado pasa en forma continua por
la celda de flujo colocada a la entrada del detector, permitiendo de esta manera

aprovechar la informacion que proporciona el espectro

Por otra parte, a pesar que la técnica FIA ha sido ampliamente utilizada con
vanos detectores, el acoplamiento FIA-IR no es muy frecuente. Mientras la
deteccion espectroscopica FT-IR es usada como técnica de rutina en
cromatografia de gases, su uso en cromatografia liquida, en analisis por
inyeccion en flujo (FIA) o analisis por inyeccion secuencial es poco frecuente.
Entre las razones mas importantes destacan: i) la baja transparencia de
muchos de los disolventes que se utilizan, especialmente la fuerte absorcion
deftagualiii) la Laia seasipildald sgmparaca ‘cor ctrasi técn céas_iomc UVAV H
fluorescencia, 1ii) la espectrornetria, ' -IR no“es consiaerada una técnica ue
deteccion valiosa, iv) los problemas que surgen de obtener informacion
adecuada a partir de sefiales transitorias de muestras inyectadas y fil1almente
V) son muy pocos los quimicos analiticos y por ende los laboratorios de quimica

analitica que emplean la instrumentacion FT -IR.

Los desarrollos metodolégicos que se han propuesto en los ultimos 15 afos,
donde involucran acoplamiento FIA-FT-IR proporcionan: i) una forma simple,
segura y reproducible para llenar y limpiar la celda de flujo, ii) repetitividad y
exactitud, iii) un ahorro importante en términos de reactivos y tiempo de
analisis, iv) una vigilancia continua de la linea base y la determinacién exacta
del maximo de absorcion y v) determinacién simultanea de una serie de

compuestos en la misma muestra (7.

(8, 18-27

En los ultimos 8 afios el grupo de Miguel de la Guardia ) ha hecho

desarrollos metodolégicos muy interesantes con generacion de fases gaseosas



y espectrometria FT-IR. Estos se basan en la generacién en linea de una fase
de vapor a partir de muestras liquidas o sdlidas mediante una simple
volatilizacion de la muestra o una reaccion quimica. Estos desarrollos han sido
utilizados para determinar alcoholes en muestras de solventes organicos como
cloroformo, estabilizados con alcohol ®, en sangre '®, productos cosméticos y
bebidas alcohdlicas ?". Otros han permitido el analisis de solventes de pinturas
y gasolinas #* 23 asi como el analisis de solventes de pinturas y gasolinas ?*
23) asi como el analisis de carbonatos en aguas sedimentos y apatitas
carbonatadas ®*?". Los trabajos mas recientes en cuanto a generacion de

s 829 quienes

fases gaseosas son los reportados por Gallignani y colaboradore
desarrollaron el acoplamiento del analisis en flujo con generacion de hidruros,
utiizando la espectrometria IR-TF como forma de deteccidn para la

determinaciéon de algunos elementos formadores de hidruros.

El principal objetivo de este trabajo es desarrollar diversos métodos de analisis
fundamentados en el acoplamiento del Analisis _en Flujo (AF) utilizando la
esiiectiogcodia [Lelabsorcdi no 2culer TEAND _n el tltrevioleta - viciblz fv_in
espectrometria IK-TF ‘como forma, d2 deteccion para la determinacion ae

piruvato y nitrito en muestras reales.
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CAPITULO 1
DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE PIRUVATO EN
CEBOLLA EN UN SISTEMA EN FLUJO, ASISTIDO POR RADIACION DE
MICROONDAS



RESUMEN

En el presente trabajo se desarrolla un sistema acoplado de analisis en flujo,
con irradiacion de microondas y deteccién espectrofotométrica para la
determinacién de piruvato en cebollas. La determinacién de piruvato se
fundamenta en la reaccion de derivatizacion de la 2,4-dinitrofenilhidracina
propuesta por Schwimmer y Weston ©) La reaccion es catalizada térmicamente
en linea mediante el uso de radiacién de microondas. El criterio de medida
utilizado fue la absorbancia a 445 nm corregida (mediante la linea de base
establecida entre 300 y 700 nm) del espectro obtenido en un sistema continuo
utilizando el blanco de la muestra como referencia. El intervalo dinamico (5 - 35
mg piruvato "), el limite de deteccion (3o, 0,16 mg I'") la reproducibilidad (< 2
%, DSR), los porcentajes de recuperacién cuantitativos obtenidos a partir de
licuados de cebollas fortalecidos con una solucion de piruvato (96 - 102 %), asi
como la frecuencia de analisis, son realmente adecuados para la determinacion

rutinaria de piruvato en muestras de ceballas.



1 INTRODUCCION

El sabor picante de la cebolla es la principal caracteristica que explica su gran
popularidad. La cebolla (allium cepa) es un importante vegetal del genero
Allium y tiene una amplia aplicacion en todo el mundo como condimento en la
preparacion de alimentos. Una fraccion importante de toda la cebolla que se
produce a nivel mundial, se utiliza industrialmente para la produccion de
productos alimenticios, asi como ingredientes culinarios. Sin embargo durante
su produccién comercial, se generan cantidades significativas de desechos; los
cuales consisten en el tope, la base, la capa mas externa (concha) y la capa
exterior mas fresca. Con vistas a aprovechar este material, algunas empresas
se han dedicado a la explotaciéon de estos desechos como fuente de
ingredientes alimenticios, entre los cuales destaca la obtencién de aceites y

esencias que se utilizan como aditivos del sabor (",

Tanto el olor como el sabor que las caracterizan, se produce solo después de
la destruccidn de su tejdo, debido al rapid¢ catabclismo que produce la accion
Cg Iz elitna ¢linasa sobr2tun grupo (e confpu s os endocarfos (sulfayida de
alquenil cisteina) que son los resporisables del olor y sabor caracteristicos de
éstas Y. En esta reaccion, se producen: amondaaco, piruvato y una variedad
de compuestos volatiles y no volatiles de azufre. La Figura 1 ilustra la reaccion
particular para el compuesto sulfoxido de trans-(+)-S-(1-propenil-)-1-cysteina
que es el componente mayoritario en la cebolla y el precursor del factor

lacrimégeno (acido 1-propenilsulfenico o S-oxido tiopropanal) caracteristico ®),

NH, . i I
HyC— CH=CH —S—CHy—CH—COOH -~AllNasA_ i ¢ CH—CH—SH * CHyC—COOH * NH,

trans-(+)-S-( 1-propenil-)-1-cystein sulféoxido Acido 1-propenilsulfénico a. pirivico amoniaco
o
H;C-CH,.CH=8=0
(S-oxido tiopropanal )

Figura 1 Reaccion enzimatica.




El picante de la cebolla puede ser determinado midiendo alguno de los
productos de la reaccion por cromatografia de gases (CG), cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC) o por métodos espectrofotométricos .
Mientras que el sabor puede ser determinado midiendo los precursores del

sabor utilizando HPLC o CG " o0 midiendo la actividad enzimatica de la allinasa
(4)

El andlisis de piruvato, como una forma de evaluacion de algunas
caracteristicas de sabor y picor, resulta realmente competitivo frente al analisis
directo de los precursores del sabor o de algunos de los componentes volatiles
(' La determinacion espectrofotométrica de los piruvato presentes en la

cebolla, se basa esencialmente en tres métodos ©).

Un primer método (A), se basa en la oxidacion del nucledtido de la
difosfopiridina reducido (DNPH) por accién del piruvato proveniente de la
cebolla, en presencia de un exceso de deshidrogenasa lactica cristalina. Se
Mife 'a disminucidn de 2hsorks neiasa 340 am=cdelida a lg;ccidasgion de DNRYH
Q) Estelniftoad 1 sidiautematizadel el talsisieina ar.cnilitis/ Hor iryecsisn

en flujo con deteccién espectrofotométrica ().

Un segundo método (B) se fundamenta, en la reaccién de derivatizacion del
piruvato con la 2,4, dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH) descrita en 1961 por
Schwimmer y Weston © (ver Figura 2). El producto de reaccion (la 2,4-
dinitrofenil hidrazona del acido piravico) presenta un maximo de absorcidon
cercano a los 420 nm. Con este método se determina la cantidad total de 2,4-
DNPH que reacciona con los carbonilos. El procedimiento consiste en adicionar
a Iml del filtrado de la muestra de cebolla (que contiene al piruvato), 1 ml de
2,4-DNPH 0.0125 % (p/v) en 2 N HCIl y 1 ml de agua. Luego de 10 minutos a
37°C, se adicionan 4 ml de NaOH 0.6 N y se mide la absorbancia a 420 nm.
Este método requiere una etapa adicional, que consiste en hacer correcciones
de la senal de background que se genera por la presencia de carbonilos no

pirtvico, presentes en la cebolla .

Un tercer método (C) evalua la concentracion de la 2,4 dinitrofenilhidrazona del



acido piruvico, después de una etapa de extraccidn en la cual se elimina el
exceso de 2,4-DNPH vy la 2,4dinitrofenilhidrazona proveniente de carbonilo no
piravico. Para esto, el jugo de la cebolla diluido en 50 ml de agua, se trata con
un exceso de 2,4-dinitrofenilhidracina 0.2 % (p/v) en HCI 2 N. Luego de 1 hora,
a la solucién se le hacen tres extracciones sucesivas con 25 ml de acetato de
etilo. La capa acuosa se desecha y extracto de organico, se trata con 3
porciones de 10 ml de NH4OH 2 N. A continuacion se desecha la capa de
acetato de etilo y la porcion amoniacal, se trata con 10 ml de acetato de etilo.
Posteriormente el extracto amoniacal se usa para la determinacion, diluyéndolo
hasta 50 ml. Se toma 1 ml de esta solucion y se lleva a 10 ml con amonio 2N.
Finalmente, se mide en forma selectiva la absorbancia de la 2,4-
dinitrofenilhidrazona del acido piruvico a 370 nm. Para la calibracién, se utiliza
un estandar de 2,4-dinitrofenilndrazona del acido piruvico recristalizado (212°C)

y disuelto en amonio 2 N.

SH ?
4 IG"‘\-.tI.- ,-’E' o Mat
[N |
* H L‘.”CEC* ) ' H, 0
x Z
J!I 2 OH o
MO, .
NO,

Figura 2 Reaccion de derivatizacion, entre el acido pinivico v la 2,4 dinitrofenilhidracina.

El mecanismo mediante el cual se lleva a cabo la reaccion (Ver Figura 2),
consiste en una adicién nucleofilica del compuesto nitrogenado basico al
carbono carbonilico, seguida por una reaccién de eliminacién con salida de una
molécula de agua. El pH juega un papel muy importante en esta reaccion, ya
que la protonacion del oxigeno carbonilico hace al carbono correspondiente
mas susceptible al ataque por el nucledfilo. Por tanto, en lo que respecta al
compuesto carbonilo, la adicion se favorece a una acidez elevada. Sin
embargo, la 2,4-DNPH también puede protonarse para formar el ion H3-N*-G

(G: es el resto de la molécula), que carece de electrones no compartidos, de



modo que pierde su caracter nucleofilico. En consecuencia, las condiciones

dptimas de reaccion, resultan de una situacion de compromiso ©

En nuestro conocimiento, no existe ningun precedente bibliografico sobre la
determinacién de piruvato en un sistema automatizado de Inyeccion en Flujo
con deteccion espectrofotométrica y menos aun con correccién simultanea del

banco quimico y de la muestra.

El presente trabajo tiene por objeto desarrollar un procedimiento automatizado
y simple, basado en la reaccion de derivatizacion propuesta por Schwimmer y
Weston, con prestaciones analiticas adecuadas para el analisis rutinario de
piruvato en muestras de cebolla. El método se fundamenta en el acoplamiento
de un sistema de flujo, asistido por radiacion de microondas, con deteccion

espectrofotométrica.

La mayor ventaja del método propuesto, consiste en que con una sola
introduccion de la muestra se fogra la €orrecciont simultan¢a del background
cue rroyenz celizkcesh ectirqu o nidtrico de 12727 1-DNP A (il zado asi cem e

la 2,4-dinitrofenilhidrazona provenierit€ del carbonilo no pirtvico de la muestra.

2 PARTE EXPERIMENTAL
2.1 Instrumentacion

La Figura 3 presenta el diagrama esquematico del montaje de Analisis en Flujo
(FA) asistido por radiacion de microondas (HM) y con deteccién
espectrofotométrica utilizado en el presente trabajo. Consiste basicamente en
una serie de canales (C1-Cs, C'1-C'3) propulsados por dos bombas peristaltica
programables (P1y P») de cuatro canales Ismatec IPC, cuatro serpentines de
mezcla (R1,R'1,R4,R'4), un horno de microondas (HM), dos serpentines de
reaccion (R, y R';), dos serpentines de enfriamiento (R; y R'3), un bafo de

agua/hielo y un detector Uv-Visible.



Las medidas de absorbancia se obtuvieron con un espectrofotometro de
absorcion molecular Ultravioleta-Visible de doble haz Perkin Elmer, modelo
Lambda 20, equipado con dos celdas de flujo con un paso 6ptico de 1 cm y 160
ul de volumen interno en los compartimentos de trabajo y referencia. El equipo
se controla a través de un computador personal mediante el software UV

WinLamp para lambda 2-40.

Como fuente la radiacion de microondas, se utilizé un horno de microondas
focalizado Prolabo (HM), modelo 301, con un intervalo de potencia
comprendido entre 10 y 200 W (frecuencia maxima de 2450 MHz) cuyo ciclo de
calentamiento se controla a través de un programador marca Prolabo modelo
Maxidigest TX-32, el cual permite acelerar la reaccion de adicion. El bafio de
agua/hielo se colocé a la salida del HM, con el objeto de enfriar la efluentes
calientes del mismo y de esa forma evitar la formacion de burbujas en solucién
y fluctuaciones o turbulencias en el flujo. En la Tabla 1 se resumen las
condiciones espectroscopicas y.del sistema de analisis en flujo utilizadas en el

presenie/iiadeia.

En los estudios preliminares se utilizaron celdas estandar de cuarzo de 1 cm de
paso oOptico, asi como un bafo termostatizado GCA/Precision Scientific, Modelo
253.

Ty 28 mliman ! i ;
Ry ; ,
LY e |
LY i mlfmin m —
1 T i e
| € 1 2 =liman = :
Dweschos
C"' 5 mlfams
i
Cy: Apua o befuestra, C); Estinder o Muestrn, Cyy C'y: 2aDPH, Cy v C'y MeOH | By v B30 an, 08 mm di 1

Ry Ry 150 em, 0.8 mmod; Byy Ry 100 cm, 0.8 mandi By By ;30 cm, 0,8 mm d.i, Cg; Celda de referencaa,
Cyp Cebda de trabajo

Figura 3 Diagrama esquematico del sistema de Andlisis en Flujo, asistido por radiacion de
microondas y deteccion especirofotométrica utilizado en el presente trabajo.



2.2 Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico y el agua utilizada fue
purificada en un sistema Milli-Q TOC (Millipore). En el resto del trabajo se

designara como agua DI.

Se prepard una solucion patron de 500 mg piruvato I'!, a partir de piruvato de
sodio (C3H3;O3Na) de 99 % de pureza (SIGMA) pesando exactamente y
disolviendo en agua 0,1596 g de la sal y llevando hasta aforo a 250 ml con

agua DI.

La solucién de 2,4-dinitrofenilhidracina (CeHsN4O4) (Riedel-de Haén) de 1000
mg I' se preparé diariamente pesando exactamente 0,2500 g del reactivo. Este

se disuelve y se lleva a aforo a 250 ml con HCI 1M.

La solucion de NaOH 1M se preparé pesando exactamente 10,110 g del
reactivo (98.9% de pureza) (ANALAR) y llevando a un volumen de 250 ml con

Q0.a/0! fiericnmen.e descarhor atada.



Tabla 1 Condiciones optimas de operacion del sistema propuesto

Parimetros Espectroscopicos

Velocidad de barrido 480 nm min"
Resolucion 1 nm
Intervalo espectral 700 — 300 nm

Fuente de radiacion

Filamento de Tungsteno- H;

Detector

Fotomultiplicador WRs30

Cedas de trabajo

Celda de flujo de 1 cm de paso Optico y
160 pul de volumen interno

Celda de referencia

Celda de flujo de 1 cm de paso optico y

160 ul de volumen interno

Parametros asociados al sistema de Analisis en Flujo (AF) y al horno de microondas (HM)
Flujo de la muestra (Canal C; ) 2.5 ml min™

Flujo del blanco de la muestra (Canal Cs) 2,5 ml min”’

Composicion de la muestra y el blanco Ver Seccion 2.3

Flujo de la 2,4-DNPH (Canales C; y C4) 2,5 ml min™

Concentracion de la 2,4-DNPH 1000 mg I”" en HCI 1M B
Flujo del NaOH (Canales Cs y Cs) 5 ml min™

Concentracidén de NaOH 1M

Serpentines de Mezcla (R, y R'y) Teflon, 30 cm (0,8 mm d.i)

Serpentines de Mezcla (Ray R'yy | Teflén, 30 cm (0,8 mm d.i)

Poteasia Ael Horeo d= Mi reandzs

Seren s de ta0.on (Fay 00)

| Serpentines de enfriamiento [Ra y R 1}

; 4“ 04 ¢ 25U mpa“id 1d 1ot ﬂl

t Tetlon, IUGcm (Ots mm d.i)

2.3 Preparacion de las muestras y blancos

En la realizacion del presente trabajo, se analizaron cebollas que se

comercializan en diversas regiones del pais.

Para la preparacion de las muestras, inicialmente se eliminan previamente las
hojas externas. A continuacion el bulbo se corta en dos mitades ecuatorial
mente, y estos a su vez se cortan nuevamente en dos mitades, a fin de obtener

4 cuartos.
2.3.1 Muestras

Un cuarto de la cebolla previamente pesado (aproximadamente 20 gramos) se
licia con 50 ml de agua DI hasta obtener una mezcla de fina pulpa y jugo de

cebolla, que se deja en reposo a 25°C por 15 minutos con el fin de obtener la



maxima produccion de piruvato (4 A continuacion, la mezcla de pulpa y jugo
se filtra con papel Watman N° 50, se toman 5 ml del filtrado y se diluyen a un
volumen final de 50 ml con agua DI. De esta forma la solucion resultante esta
lista para el analisis. El procedimiento se realiza en forma analoga en otros dos

cuartos para de esa forma realizar el analisis por triplicado.
2.3.2 Blanco de las muestras

La preparacion del blanco de la muestra se fundamenta en la desactivaciéon de
la enzima allinasa. En la literatura existen dos procedimientos descritos para
cumplir con ese objetivo: (A) Tratamiento de la muestra con &acido

tricloroacético y (B) Tratamiento de la muestra con radiacion de microondas.

Procedimiento A: Un cuarto de la cebolla, previamente pesada, se licua con 50

ml de acido tricloroacético 5 % (p/v). Posteriormente se sigue el mismo

procedimiento descrito para la muestra.

previamente pesada y envuelta en paral para nilm. A continuacion se introduce
en un horno de microondas convencional a una potencia de 70 Watios durante
tres minutos. A continuacion se licua con 50 ml de agua DI, y se sigue el

procedimiento descrito para la muestra.

Las diluciones finales 1:10 de los licuados de muestras y blancos de las
mismas se guardan bajo refrigeracion hasta el momento del analisis, y son

estables por un periodo de 1 semana.
2.4 Procedimiento

Inicialmente se calibra el cero instrumental haciendo un barrido de agua vs
agua. A continuaciéon las muestras y los reactivos se colocan en sus
respectivos canales a temperatura ambiente como se indica en la Figura 3,
bajo las condiciones de operacion indicadas en la Tabla 1. En esta etapa inicial
en el canal de la muestra (C1) y del blanco de la muestra (C), se coloca agua,

y de esta forma se verifica el cero instrumental bajo las condiciones de trabajo.



La muestra (estandares) y la solucion acida de 2,4-DNPH propulsados a través
de los canales Cq y C, por la bomba peristaltica Py a una velocidad de flujo de
2,5 mi min” se mezclan por el serpentin de reaccién Ry. A continuacion, la
solucion resultante fluye en forma continua a través del serpentin de reaccién
(R2) insertado dentro de la cavidad activa del horno de microondas focalizado,
en donde se acelera el proceso de incubacion de la reaccion. El afluente
caliente continua su trayectoria pasando por el serpentin R3 colocado en un
bafo de agua/hielo con el objeto de enfriar a la solucién. Por ultimo, la solucién
resultante se mezcla en R4 con la solucion 1M de NaOH, propulsada por la
bomba peristaltica P, a través del canal C3 a una velocidad de flujo de 5 ml min
', La solucidén contintia su trayectoria hacia la celda de flujo colocada a la

entrada del detector.

En forma paralela y simultanea, el blanco de la muestra sigue exactamente los
mismos pasos en el montaje a traveés del circuito formado por C'4, C'y, C'3, Ry,

R'2, R's y R'4 para pasar en forma continua por la celda de fluio de referencia.

Ea i poocidirdientosplandects € vag actraadesabsorcianist tesliza hiciendo
pasar en forma continua y simultdnea a la muestra y al blanco de la muestra
por las celdas de flujo de trabajo y de referencia respectivamente. Esto permite
realizar en forma directa y simultanea la correccion del blanco "quimico"

(exceso de 2,4-DNPH) y del carbonilo no piruvico de la muestra.

Al momento de introducir la muestra, se activa el horno de microondas, y al
cabo de 25 segundos se da la orden instrumental para la adquisicién del
espectro de absorcion. Se toman tres espectros en forma consecutiva, de
forma de analizar por triplicado cada muestra (cada cuarto de la cebolla). El
tiempo que se requiere para realizar el analisis por ftriplicado es

aproximadamente de 2,5 minutos.
3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Estudios preliminares



El procedimiento sugerido por Schwimmer y Weston © para la determinacion
especotrfotométrica de piruvatos es engorroso, involucrando diversas etapas

como se indica a continuacion:

1) El pre tratamiento de la muestra.

2) Lareaccion inicial entre los piruvatos y la 2,4-DNPH en medio de HCI.

3) Incubacién de la solucién resultante por 10 minutos a 37°C.

4) Alcalinizacién de esta solucién con NaOH.

5) Medida espectrofotométrica de la solucién a 445 nm.

6) Se sigue el mismo procedimiento desde el paso 2 para las muestras
desactivadas, y el valor de absorbancia asociado, se le resta al valor

obtenido de la muestra.

Con el objetivo de automatizar este procedimiento mediante un montaje simple
de analisis en flujo con deteccién espectrofotométrica, se realizaron estudios
preliminares relativos al comportamiento de absorcion de los reactivos y
aredustoss degrencaion »aio patidio sEstas exnariencias se [eyason a,cabo-an
"wattn"ati'zardcceldéaasiénial Gaduiirzadedl By dasasotdrice y Fonuna

velocidad de barrido de 480 nm min-".

3.2 Estudio del comportamiento de absorcion de los reactivos vy

productos de reaccion

En la Figura 4 se presentan los espectros de absorcion de los diversos
reactivos involucrados en la reaccion en el intervalo comprendido entre 300 y
700 nm, utilizando agua como referencia. Las Figura 4a y 4b muestran el
comportamiento de absorcién de soluciones de 125 mg 2,4-DNPH I,
preparadas en medio acido (HCI 1M) vy alcalinizada con NaOH 1M
respectivamente. La solucion acida (4a) presenta una absorcion continua por
debajo de los 500 nm, con un maximo definido en 340 nm, mientras la solucién
alcalina (4b) muestra un maximo de menor intensidad en 370 nm, y una
segunda absorcién intensa centrada por debajo de los 300 nm. Por su parte,
las soluciones de NaOH, HCI, y de 20 mg piruvato I' (en medio &cido vy

alcalino) son totalmente transparentes en esa region espectral estudiada.
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Figura 4 Espectro de absorcion de los reactivos involucrados en la reaccion de derivatizacion de
la 2,4-DNPH. (a) Solucion de 125 mg 2,4-DNPH I en HCI 1 M, (b) Solucién de 125 mg 2,4-
DNPH I"' alcalinizada con NaQOH 1 M.

En la Figura 5-1 a 5-IV se muestran en forma comparativa los espectros de
absorcion de: (a) el producto de reaccion, (b) la 2,4-DNPH alcalinizada y (c) la
substraccion de ambos. En _esta experiencia _se mantuvo constante la
colicdnirdidn dz piruvitols 2) ng Y, nizntras cue la corcéntracion def2.4-
DNFH, 'se varié entre Gy 2000 md. I". Ue ésta Figura se desprenden ias

siguientes conclusiones:

1. En todos los casos estudiados, la 2,4-DNPH absorbe a la longitud de
onda de maxima absorcion del producto de reaccion.

2. El maximo de absorcion del producto de reaccion se desplaza a
menores longitudes de onda, al aumentar la concentracion de 2,4
DNPH.

3. La substraccion de ambos espectros corresponde al espectro de
absorcion real del producto de reaccion (sin contribucion del 2,4-DNPH),

con un maximo de absorciéon definido en 445 nm.

Para corroborar la ultima aseveracidén, se compararon los espectros logrados
mediante esta opcion del software del equipo (substraccién de espectros) con
aquellos obtenidos utilizando la 2,4-DNPH alcalinizada como referencia. En

ningun caso se observo una diferencia significativa.



3.3 Criterio de la medida instrumental

El criterio de medida seleccionado fue la absorbancia a 445 nm, corregida por
la linea de base establecida entre 300 y 700 nm del espectro de absorcién
obtenido en el doble sistema de flujo descrito en la seccion anterior (Ver Figura

51V). En la seccidn 3.4.3.1, se discute la seleccion de la linea de base.
3.4 Espectros de absorcion obtenidos en un sistema de flujo continuo

En esta seccion se contrastaron los espectros de absorcion obtenidos mediante
un sistema de flujo para una solucién de 20 mg piruvatos I y de 1000 mg 2,4-
DNPH I' con el correspondiente obtenido en un procedimiento clasico en
"batch". La velocidad de barrido se varié entre 60 y 1920 nm min-"y el flujo de
la solucién entre 4 y 12 ml min-'. En esta experiencia, se utilizé como
referencia la solucion alcalinizada de 2,4-DNPH en las mismas condiciones,
colocada en una celda estandar de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico. En ningun

caso se observé una diferencia significativagentre I¢s espectrps.
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Por ultimo se estudio el espectro de absorcidn de la misma solucion, pero en
esta ocasion haciendo pasar en forma simultanea y en las mismas condiciones
de flujo, a la solucion de 2,4-DNPH alcalinizada a través de otra celda de flujo,
utilizada como referencia. En esta experiencia se utilizé una velocidad de
barrido de 480 nm min-' y el flujo total se varié entre 4 y 12 ml min-',

encontrandose en todos los casos resultados consistentes.

Estos resultados permiten sustentar la propuesta del presente trabajo, en la
cual la utilizacion de un sistema paralelo y simultaneo de flujo continuo para la
muestra y el blanco de la muestra, permite realizar la determinacion directa de
piruvato en muestra de cebollas con las correcciones del blanco
correspondientes a los reactivos utilizados (la 2,4-DNPH) y al carbonilo no

"piruvico" presentes en la muestra.

3.5 Optimizacion de los parametros del sistema acoplado propuesto de

analisis en flujo con deteccién espectrofotométrica

Bl Gistenie facgpedo ce diralisis ¢n Jluo coit detecc On € spec rofotoré€ rica
propuesto involucra la optimizacior“de diversos parametros de tipo fisico,
quimico y espectroscopico. Los parametros fisicos se relacionan con el montaje
propuesto, los quimicos a la reaccidn que se desarrolla, mientras que los
espectroscopicos se refieren a parametros instrumentales y al criterio de

medida seleccionado.

La optimizacién del sistema se llevd a cabo por el método univariado (un
parametro a la vez). Sin embargo, tras cada optimizacion se revisaba el

sistema general, vetificando la validez de cada parametro seleccionado.
3.5.1 Parametros Fisicos

En este trabajo se estudiaron diversas configuraciones, diametros de tuberia, y
flujos, con el fin de automatizar de una forma simple el procedimiento descrito
por Schwimmer y Weston. La Tabla 1, resume las condiciones Optimas

seleccionadas, con vistas a presentar un método de analisis con caracteristicas



analiticas adecuadas para llevar a cabo la determinacion de piruvatos en

muestras de cebolla.
3.5.2 Parametros espectroscopicos

Entre los parametros espectroscoscopicos que se deben seleccionar se
encuentran el intervalo espectral, la velocidad de barrido, la resolucién y el
criterio de medida. La seleccion de algunos de estos topicos se discutié en los

estudios preliminares. Las condiciones de operacion se resumen en la Tabla 1.
3.5.3 Parametros quimicos

Entre los parametros de tipo quimico que s~ deben optimizar se encuentran la
concentracion de HC1, 2,4-DNPH, NaOH, el pretratamiento de la muestra y las

condiciones de la catalisis térmica por irradiacion de microondas.
3.5.3.1 Efecto de la concentracion de 2,4-DNPH y de HCI

Lz preszncia de Glido cloridrico 2h 1a solucidgii e 2,4-DNP H&s hececaric, ya
que aumenta la solubilidad de esta en la solucidn, y al mismo tiempo
proporciona las condiciones adecuadas para que se produzca la adicion
nucleofilica sobre el carbono carbonilico del piruvato. La Figura 6 muestra el
efecto que presenta sobre la sefal instrumental de una solucion de 20 mg
piruvatos I”', la concentracion de HCI presente en soluciones de 1000 mg I de
2,4-DNPH. El intervalo estudiado fue de 0,25 a 2 M. En ella se observa que la
sefial analitica disminuye con la concentracion a lo largo del intervalo
estudiado. Este comportamiento probablemente se deba a la protonacion del
grupo amino de la 2,4-DNPH, que hace menos probable el ataque nucleofilico.
Se selecciond un valor de 1M, ya que en estas condiciones la solubilidad de la

2,4-DNPH, asi como la sensibilidad del sistema son adecuadas.

La Figura 7 muestra el efecto de la concentracion de 2,4-DNPH sobre la senal
analitca de 20 mg piruvatos I'. La sefial analitica aumenta con la
concentracion de 2,4-DNPH en el intervalo de 0 a 300 mg "' (N2.4-onpH / Npiruvatos

= 6,6), y a partir de esa concentracién la sefal alcanza un plateau, indicando



que la reaccion ha llegado a su terminacion. Se selecciond una concentracion
de 2,4-DNPH de 1000 mg I"" para el resto del trabajo, ya que de esa forma se
asegura un adecuado exceso estequiomeétrico del reactivo para todas las
muestras y soluciones del calibrado. Es requisito realizar la correccion de la
absorbancia mediante una linea de base establecida entre 300 y 700 nm para

corregir los desplazamientos en la linea de base.

Figura 6 Efecto de la concentracion de HCI en la solvion de 2,4-DNPH (Canales Cyy C'7) sobre
la sefial analitica de una solucién de 20 mg piruvato 1", ( [2,4-DNPH]= 1000 mg I, [NaOH] =1,0
M)
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Figura 7 Criterios de evaluacion. Efecto de la concentracion de 2,4-DNPH sobre la sefial
analitica de 20 mg I"' de piruvato. ((NaOH]= 1M, [HCI] 2.4pxpu=1 M).

3.5.3.2 Efecto de la concentracion de NaOH

En esta seccion se estudid el efecto de la concentracion de NaOH en el
intervalo de 0 a 3 M sobre la sefial analitica de una solucidén de 20 mg piruvatos
I"". Los resultados se presentan en la Figura 8 y en ella se observa que la sefial

analitica crece con la concentracion de OH en la region comprendida entre 0 y



0,8 M, ya partir de ese valor alcanza un valor constante en el resto del
intervalo. Se selecciond una concentracion de NaOH 1M para el resto del

trabajo.

3,0 R I:d I:'\- !:5- :..'\l !l:'J
INaTH M

Figura 8 Efecto de la concentracion de NaOH (Canales Cy v C's) sobre la sefial analitica de una
solucion de 20 mg piruvato I'' ([2,4-DNPH]= 1000 mg "', [HC1]2.e.0mpn =1 M),

3.5.3.3 Optimizacion de los caudales de las soluciones.

L2 e31ucing preiniinar:s ncice .cncla ainente.a e el espect-o de abscrc.ghnn
se ve atectado por la velocidad da_barrido espectral, ni por el caudal de la
solucion resultante que entra a la celda de flujo en el intervalo comprendido
entre 4 y 12 ml min-". Por lo tanto la seleccion de la velocidad de los flujos de
los diversos canales, depende exclusivamente de las condiciones impuestas

por el horno de microondas focalizado.

3.5.3.4 Catalisis térmica. Efecto de la potencia de la radiacion del horno de

microondas.

La reaccion entre la 2,4-DNPH y el piruvato es lenta y requiere de tiempo para
llegar a término. En la literatura se ha sugerido incubar la reaccion a 35 - 40°

por varios minutos para acelerada '

La Figura 9 muestra el comportamiento de la sefial analitica de una solucion de
piruvato de 20 mg I'" con el tiempo para diversas temperaturas. A temperatura
ambiente (curva 1) la reaccion tarda cerca de 20 minutos en alcanzar su

culminacién. A 37 °C (entre 35 y 40), la sefal analitica crece con el tiempo



hasta los seis minutos y a partir de alli se mantiene constante (curva 2). Para
temperaturas superiores a 50°C la senal analitica crece con el tiempo,
alcanzando la sefial de referencia a los 4 minutos y permaneciendo constante
hasta aproximadamente los 6 minutos. Sin embargo, para tiempos mayores la
curva sufre una inflexién y la sefial decrece con el tiempo, lo que parece sugerir
la descomposicién del producto de la reaccion. Se repitid la expenencia, pero
en esta ocasion se utilizd una muestra real de cebolla, encontrandose los

mismos resultados.

La radiacion de microondas ha sido extensamente utilizada en la quimica

analitica con la finalidad de acelerar reacciones quimicas (%%

La seleccion de las condiciones generales de operacion del horno de
microondas es critico, ya que deben propiciar un medio adecuado para la
catalisis térmica, pero evitando condiciones de sobrecalentamiento que pueden
producir perturbaciones en el flujo, la formacién de burbujas de gas dentro de la

tuberiz,0 fa daseompos sian pisma delprod ucteyde reaacién

Los parametros que estan involucrag0s en esta etapa son: (i) El caudal de la
solucion que entra en los serpentines de reacciéon (R; y R%) (2,4-DNPH +
Muestra), (ii) La longitud y diametro interno del serpentin de reaccion, (iii) El
tiempo de residencia, que es la resultante de las condiciones anteriores y (iv)

La potencia de operacion del horno de microondas.

Las condiciones de trabajo seleccionadas se resumen en la Tabla 1.
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Figura 9 Efecto del tiempo de incubacion sobre la absorbancia de una solucion de 20 mg

piruvato I, para distintas temperaturas de incubacion.

La Figura 10, muestra el comportamiento de la sefial analitica de una solucién
de 20 mg piruvatos I' con la potencia del horno de microondas (curva a)
utilizando un serpentin de teflon de 150 cm de longitud y 0,8 mm de diametro
interno como reactor (Rz y R'2). En ella se observa que la sefial analitica crece
con la potencia hasta un valor de 30 % de la potencia total, y se mantiene
constante en el intervalp comprendido enire 30 y 50 %. Parapvalores superiores
e b\ /%' s2cersrar serids hioblinies d fecalemianiient), cu guiijan ¢ abiar
la toma del espectro de absorcioriz=La experiencia se repitidé utilizando una
muestra real de cebolla, observandose el mismo comportamiento (Figura 10 b).
Sobre la base de estos resultados, se selecciond un valor de 40 % para el resto

del trabajo.
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Figura 10 Efecto de la potencia del HM sobre la respuesta instrumental de:V 20 mg de pinuvato
I'', ®: Muestra real de cebolla



3.5.3.5 Pre-tratamiento de la muestra

El procedimiento utilizado para el tratamiento previo de la muestra se describe
en detalle en la seccion 2.3.1. El piruvato es el producto de una reacciéon
enzimatica. Por lo tanto, cabe esperar que se requiera de cierto tiempo para
que la reaccion llegue a su culminacién, desde el momento en que la cebolla es

cortada.

En esta seccidon se estudio el efecto del tiempo de reposo del licuado de pulpa
y jugo de cebolla en el intervalo comprendido entre 0 y 60 minutos sobre la
produccion de piruvato. Los resultados obtenidos se ilustran en la Figura 11, y
en ella se observa que la sefal analitica crece con el tiempo en la zona de 0 a
6 minutos, manteniéndose constante para tiempos superiores. Esto indica que

a los seis minutos, la reaccidon enzimatica alcanza su culminacion.
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Figura 11 Efecto del tiempo de reaccion en el desarrollo de piruvato.

Estudios adicionales indican que el licuado de pulpa y jugo de cebolla,
conservados en forma adecuada bajo refrigeracion es estable por un periodo

de 1 semana.

Con respecto al tratamiento para obtener el blanco de la muestra, se estudiaron



los procedimientos A y B descritos en la seccion 2.3.2, encontrandose
resultados similares. Debido al nivel insignificante de la sefial del blanco
encontrada en la mayoria de las muestras, se realizaron estudios fortaleciendo
al blanco de la misma, con una solucion de piruvato, encontrando en todos los

casos resultados coincidentes y satisfactorios.

El procedimiento A resulta mas comodo, y por esta razén se selecciond para el

resto del trabajo.

3.6 Figuras de mérito para la determinacion de piruvatos por el

procedimiento propuesto

En la Tabla 2, se resumen las caracteristicas analiticas obtenidas para la curva
de calibracién de piruvato por el procedimiento propuesto. La calibracién se
realizo entre 0 y 35 mg piruvato I bajo las condiciones de operacién que se
presentan en la Tabla 1 (Ver Figura 12). El limite de deteccidén se establecid
como la concentraciénfde analto] cuya seial insttumental ¢orresponde a tres
vecas lafcesviacdn estandar cel [larce "quimicc”. Por fu paitc el Kniit:"de
cuantificacion se establecié con un*ciiterio similar, pero con una relacion de

diez.

Figura 12 Curva de calibracion. Espectros de absorcion de soluciunes de piruvato entre 5 y 35

mg piruvato I



Tabla 2 Figuras de mérito

Parimetro Valor
Ecuacion de la recta A= 0,002 + 0,0250 [piruvato]’
Coeficiente de correlacion (r') 0,99988
Intervalo dinamico (mg 1™) 1-35 ]
Limite de deteccion(mg1™* [ 016
Limite de cuantificacion(mg 1) 0.7
Desviacion estandar relativa (%)° 1,25

a [piruvato] indica la concentracién de piruvato en mg 1"

b Definido como la concentracion de piruvato cuya seflal corresponde a tres veces la desviacion estandar del blanco
¢ Definido como la concentracion de piruvato cuva sefial corresponde a dicz veces la sefial del blanco

d Obtenida de 10 réplicas de una solucidn de 20 mg piruvato 17,

3.7 Estudios de efecto de matriz

Con el objetivo de establecer la presencia o ausencia de interferencias por
parte de la matriz, se realizé un estudio de adicion de estandar en la modalidad
léticar di Ydlumeh de “thugst aliconsant s, wournen Helesténcar varizib'e v
vulurner: firal constaiite.~ara=<ilo se{ reparardii una' seve Ge soluciones atas
que se anadieron 2 ml de la muestra y cantidades conocidas de una solucién

estandar de 100 mg piruvato I”.

En la Figura 13, se presentan de manera comparativa las curvas que se
obtuvieron para la curva de calibrado y la adicion de estandar. Haciendo una
comparaciéon entre, las ecuaciones correspondientes, se puede observar que

dichas pendientes no difieren significativamente.

La prueba estadistica de significacion (comparacién de las medias), usando
como hipotesis nula que las dos pendientes son iguales y con un nivel de
significacion de 5% (P=0.05), determinaron que no existen diferencias
significativas entre los dos valores. Estos resultados, permitieron establecer la
cuantificacion de piruvato en cebolla mediante la interpolacion de los valores de
absorbancia de las distintas muestras en una curva de calibracion realizada

con estandares en medio acuoso.



1

[piruvato] mg I”

B Curva de calibracion e [piruvato] me I
A= 0.00208 +0.02509[ pinmvato] A= 026016 +0 02437 piruvato]

Figura 13 Estudios de adicion de estandar.

3.8 Exactitud del procedimiento propuesto. Estudios de recuperacion y

analisis comparativos por métodos de referencia

Dara ,establecer. iricia mante«/a exactituc - dal, p ocedimieito=nropuesto.-ce
realzaren Wive'sis gsudon, sz recuoeraticns Para asta elineriencls, cada
muestra fue analizada por cuadruplicado, tomando un volumen constante de
muestra y adicionando concentraciones variables y conocidas de piruvatos
para obtener una concentracion final del analito afiadido, entre 2 y 10 mg I"".
Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 3 y en ellos se puede
observar que en todos los casos el % de recuperacion fue cuantitativo 5192,
Estos resultados revelan que el procedimiento propuesto, en general, se

encuentra libre de errores sistematicos.

Para establecer de validez de la metodologia propuesta, se analizaron 5
muestras por nuestro método y por dos procedimientos descritos en la literatura
48 Los resultados obtenidos no muestran diferencias significativas como se

observa en la Tabla 4, lo que corrobora la exactitud del método propuesto.



Tabla 3 Estudios de recuperacion

Muestra [Piruvato](afiadido) [Piruvato] (recuperado) Recuperacion
(mgl") (mgl™) (%)
1 0 102 | e
10 19,9 97
20 29,4 . 96
25 35,4 101
2 0 172 | e
2 19,2 100
5 22,3 102
10 27,0 98

Tabla 4 Comparacion de resultados con métodos de referencia

Muestra Procedimiento 1V Procedimiento 2 Este estudio
mg g’ (muestra seca) | mg g’ (muestra seca) | mg g™ (muestra seca)
1 33401 34101 i 36102
2 40+0,1 36101 38£02
3 40+0,1 41+0]1 44+0,2
4 45+01 500,1 47103
W. N W.WWEE] VPN FP_CEL "U_'U B NP EE'YTP_N

3.9 Analisis de muestras reales

Se analizaron un total de once muestras las cuales fueron clasificadas en dos
grupos. Las muestras del 1-8 corresponden a cebollas amarillas, mientras que
las muestras que van del 9 al 11 corresponden a cebollas moradas. Estas
fueron analizadas por el método propuesto y los resultados se presentan en la
Tabla 5. Para el primer grupo el contenido de piruvatos en muestras humedas
varia desde 0,21 hasta 1,20 mg g'1 con una media de 0,35 + 0,09 mg g'1. Por
su parte las muestras del grupo dos presentaron un contenido mayor de

piruvatos cuyo intervalo varia entre 0,97 a 1,20 con una media de 1,06 + 0,12.

En la Tabla 6, se presentan algunos intervalos de concentracién de piruvato en
cebolla encontrados en algunos trabajos. Es importante sefalar que estos
valores, corresponden a alguna parte de la cebolla; es decir, la base, la capa

mas externa, el centro, etc.; asi como también dependen de las condiciones de



almacenamiento. Debido a esto, es dificil establecer una comparacién ya que
las muestras analizada en el presente trabajo, no se les conoce las condiciones

de almacenamiento, ni realizaron estudios tomando en

tampoco se
consideracion la zona de la muestra. Sin embargo, si se establece una
comparacién de manera global, se puede decir que el contenido de piruvato
encontrado en las muestras analizadas estan en el orden de concentracion a

los reportados en la literatura.

Tabla 5 Contenido de piruvatos en cebollas que se comercializan en Venezuela

Contenido de piruvato (mg g") Contenido de piruvato (mg g")

(muestra huimeda) (muestra seca)

Cebolla Xts(n=3) X+s5(n=3)
1 0,21 +0,01 3,6+02
2 0,27 +0,02 38102
3 0,37+0,02 44+02
4 0,37 +0,02 47 +073
5 0,46 +9,02 5.3 +£0,2

YAV.YAV,VAE @1 ZEIDIIP=I1EEI = PRV =l

Il A el v £ Y T i B Rl % =
8 0,36 +0,01 68+ 0,2
9 0,97 £ 0,01 140+0,2
10 1,01 +0,02 14,5+ 0,3
11 1,20 £ 0,02 17,0 +£0,3

Tabla 6 Contenido de piruvato en cebollas reportados en la literatura

Contenido de piruvato (mg g")
(muestra himeda)

Referencia

1,04

0,17-1,65

0,05- 1,67 *

e k=l L=a]

0,09 — 0,98**

1

0,21-1,20

Este trabajo

*{Cebollas almacenadas)

** (cebollas frescas)




4 CONCLUSIONES

En el presente trabajo se desarroll6 un método automatizado para la
determinaciéon de piruvato en cebollas basado en la reaccidon de derivatizaciéon
de la 2,4 dinitrofenilhidracina propuesto por Schwimmer y Weston. El sistema
desarrollado utiliza un sistema de flujo con deteccion espectrofotométrica y

catalisis térmica por radiacion de microondas.

La metodologia propuesta reduce en forma considerable los tiempos de

analisis, ya que su disefio permite:

1) Realizar la incubacion de la reaccidon entre los piruvatos y la 2,4-DNPH en
linea, asistida por radiacion de microondas.

2) Con una sola introduccién de la muestra (y del blanco de la muestra) realizar
el analisis con correccidn simultanea del blanco quimico (exceso de 2,4-
DNPH) y del blanco de la muestra (carbonilo no pirtvico presentes en la
muestra).

2 Contunalscla inroduccinn de le 1auestaresiizal el ahal sis pairiplicaldo

Los estudios de adicion de estandar y de recuperacién realizados, asi como los
analisis comparativos de diversas muestras con métodos de referencia, indican

que el procedimiento propuesto esta libre de interferencias.

Las caracteristicas analiticas del procedimiento propuesto en cuanto a intervalo
dinamico, limite de deteccion y frecuencia de analisis lo hacen adecuado para

el analisis rutinario de piruvatos en muestras de cebollas.

El método se encuentra libre de interferentes y de posibles errores que por lo

general estan presentes en los métodos manuales.

El principio del método propuesto, puede ser facilmente incorporado en
laboratorios con dotacion limitada. En este caso, puede realizarse la incubacion
de la muestra en forma manual y trabajar con un montaje simple para la

alcalinizacion del incubado y su deteccidn espectrofotométrica.



El estudio espectroscopico del sistema conduce a la posibilidad de utilizar otros
criterios de evaluacidén que seran explorados en otro trabajo.

www.bdigital.ula.ve
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CAPITULO 2

REVISION DE LOS METODOS DE-AP.ALISIS DE NITRITO BASADOS EN LA
ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION MOLECULAR EN EL ULTRA
VIOLETA-VISIBLE



RESUMEN

En el presente trabajo se hace una evaluacion acerca de los diversos
procedimientos analiticos que existen en la literatura especializada para la
determinacién de nitritos por Espectroscopia de Absorcion Molecular en el
Ultravioleta Visible. Los procedimientos analiticos para la cuantificacién de este
ion se pueden agrupar en tres grandes bloques, a saber: Métodos basados en
la reaccion de Griess-llosvay, Métodos Cinéticos y Métodos basados en el uso
de nuevos reactivos. Las caracteristicas analiticas de estos procedimientos -en
cuanto a su sensibilidad, limite de deteccion, rapidez, reproducibilidad etc.,
varian en forma considerable. Las razones principales son: la gran variedad de
reactivos que pueden ser utilizados en cada uno de éstos, asi como también el
acoplamiento de técnicas y las diferentes configuraciones de los sistemas

utilizados.



1 INTRODUCCION

La presencia de nitritos en el medio ambiente tiene distintas fuentes naturales,
las cuales son una consecuencia directa del ciclo del nitrégeno. En aguas
subterraneas y superficiales la nitrificacion puede incrementar los niveles del

ion hasta alcanzar valores que oscilan entre 200-1500 pug 1M

En la industria alimenticia el nitrito de sodio se usa como aditivo en las
charcuterias y salazones, en donde cumple algunas funciones, entre las cuales

se pueden destacar:

- Al combinarse con la mioglobina del musculo da lugar a la nitrosomioglobina,

que es responsable del color de los productos de charcuteria.
- Contribuye a la formacion del aroma y sabor de los productos de charcuteria.

- Inhibe el desarrollo de bacterias, especialmente la Clostridium botulinum que

oroduce el enveneramismto et nsizimente fatahccnocido pc nerotulisme

Su toxicidad esta principalmente relaCionada con su participacion directa en la
oxidacion férrica de la hemoglobina (Hb) normal, a matahemoglobina (metHb);
la cual es incapaz de transportar el oxigeno a los tejidos. Cuando la cantidad
de metHb es 10% superior a la Hb se observa una manifestacion clinica,
conocida como metahemoglobinemia, que produce cianosis y en mayores

concentraciones conduce a la asfixia (.

También presenta una toxicidad indirecta, cuando reacciona con aminas o
amidas para producir compuestos de N-nitroso -nitrosamina y nitrosamidas
respectivamente-, los cuales poseen efectos cancerigenos y mutagénicos ® El
origen de estos productos puede ser exdgeno-vegetales, alcoholes, productos
sintéticos, cigarrillos, etc.- o enddégenos -formacion in vitro-. En este ultimo
caso, su formacion en el organismo se hace a partir de aminas o ami das que
se encuentran en la alimentacion -pescados, conservas, etc.-, 0 que pueden

metabolizarse a partir de las sustancias quimicas de sintesis -medicamentos,



etc.-. Las nitrosaminas producen un efecto carcinogénico en el higado,
esofago, en el sistema respiratorio y rifiones. Por su parte, las nitrosamidas
afectan el sistema nervioso periférico y central y a los érganos del sistema
gastrointestinal. Sin embargo, los ensayos realizados con distintos compuestos
N-Nitroso en distintas especies animales incluidos los primates, sefialan
diferencias entre especies en la respuesta a estos compuestos. Estos
resultados muestran la dificultad de atribuir con certeza una respuesta
neplasica especifica en el hombre a un determinado compuesto N-Nitroso. En
cuanto a los efectos mutagénicos, Magee y col. ¥ y Montesano y col. ¥
demostraron que casi todas las nitrosamidas son mutagénicas con casi todos
los indicadores genéticos, circunstancia que se atribuyé a la formacion no
enzimatica de reactivos alquilizantes. Por otro lado, Pasternak ) notificd que
las nitrosaminas tenian una amplitud mucho mas limitada de actividad
mutagénica en ensayos realizados con Drosophila Melanogaster. Por esto, las
limitaciones actuales respecto a los datos disponibles sobre désis-respuesta en
animales y su interpretacion, p el conccimiento fnadecua¢o del mecanismo
Kioldgico ce les cercincgéliesis itnpiden ur agsi macidn cuentia va deliricsgu
para el hombre que pueda estar aseciado con las distintas exposiciones a los
compuestos N-Nitroso. Sin embargo, estudios de laboratorio realizados por
Terracini y col. @ en ratas, demostraron que en presencia de niveles iguales o
superiores a 5 mg Kg-1 de un compuesto N-Nitro se produce siempre una

respuesta carcinogénica.

Debido al impacto peljudicial sobre la salud que tienen los nitritos, algunos
organismos han establecido limites de tolerancia de este ion en fuentes
alimenticias yaguas. En la Tabla 1, se presentan los niveles de concentracién
maximos admisibles para este ion en aguas potables, emitidas por algunas
organizaciones internacionales competentes para paises europeos Yy
latinoamericanos, entre ellos Venezuela &7

Tabla 1. Limite de concentracion maximo permitido para nitritos en aguas
potables, emitidos por los paises de Norteamérica, la Unién Europea y

Latinoamérica en mg I,



~ OMS | CAN USA | EEC | UNK GER |
1995 I 1995 1998 1991 1991 1990 !
—— e o i )
3 3,2 1 0,1 0,1 0,1 i
ITA "SPN | GUT NIC | PER VEN _1
1985 1990 | 1998 1994 1999 1998
ol | o1 | o001 1 |09 0,03
_ CODIGOS o
OMS Organizacion Mundial de la Salud | ITA Italia |
CAN Canada SPN Espafa
USA Estados Unidos de América GUT Guatemala |
EEC Union Economica Europea | NIC Nicaragua |
UNK | Reino Unido | PER Peru i ‘|
GER Alemania VEN Venezuela |

Sin embargo, el exagerado uso de nitrito como aditivo en la preservacion de
alimentos, como fijador de los colores y como un inhibidor de la oxidacién en
procesos industriales, hace que los niveles de éste, en ciertas aguas,

colirepastn/astes Imite s.

Existe un gran numero de métodos que permiten determinar la cantidad de esta
especie en fluidos biolégicos, alimentos y muestras ambientales. Entre estos,
se pueden mencionar aquellos que utilizan técnicas Electroquimicas ®, como
la polarografia de pulso diferencial, voltametria ciclica, potenciometria o
cronoamperometria, Métodos cromatograficos ®'", como cromatografia iénica
con deteccion por conductividad, deteccion UV o cromatografia de gases con
deteccion por ionizacion en llama (GC-FID), y aquellos que se basan en el uso
de técnicas Espectroscépicas, como Espectroscopia de Absorcion Molecular en
el ultravioleta visible, Fluorescencia o Quimioluminiscencia Molecular (1214:24-29)
El presente trabajo, tiene como objetivo hacer una revision de los métodos de
analisis para la determinacién de nitrito en diversas matrices, que utilizan a la
por Espectroscopia de Absorcidon Molecular en el Ultravioleta-Visible (Uv-V)

como forma de deteccion.



2 METODOS DE ANALISIS DEL ION NITRITO BASADOS EN LA
ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION MOLECULAREN EL ULTRAVIOLETA-
VISIBLE.

2.1 Absorcion natural del ion nitrito

El nitrito, presenta una absorcién natural en la regién del Uv-Visible, como se
puede observar en la Figura 1. En ella aparecen dos bandas; una de gran
intensidad ubicada en la zona del Uv a 209 nm y otra de menor intensidad
situada al comienzo del visible con un maximo en 354 nm. La caracterizacion
analitica de estas bandas se presenta en la Tabla 2. La banda de 209 nm es
muy intensa; sin embargo, debido a las multiples interferencias en esta zona
espectral, es poco util desde el punto de vista experimental. Por otra parte, la
sensibilidad que proporciona la banda de 354 nm, es poco adecuada para la
determinacion de NO, en la mayoria de las matrices de interés. Esto ha
conducido a la busqueda de formas alternativas mucho mas sensibles que
sermitan ‘a determinaci®n,de~alite iena nit elessde concentricién, muehos mas

BAjcs quz s ploporeionasoncineius) e ectad bandes
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a: solucion de 5 mg NO- L b: solucion de 1000 mg NO, L™

Figura 1 Espectro de absorcion del ion NOy

Tabla 2 Caracteristicas analiticas de la curva de calibracion para nitrito en las bandas de 209 y
354 nm ¥,

Parimetro Valor

A= 209 nm
A=-0,003 + 0,1720.[NO;]

A =35 nm
A= 4x107"+5,01x10™ [NO;3]

Ecuacion de la recta

Sensibilidad 0,1720 5,01%10"
g 10

Limite de cuantificacion (mg I'")" 0,005

A Absorbancia y [NOy]: concentracion de nitritos expresada en mg I,
Concentracmn de analito cuya senal corresponde a 3 veces la dﬁwacmn estandar del blanco
" Concentracion de analito cuya sefial corresponde a 10 veces la desviacion estandar del blanco

Los métodos de analisis fundamentados en esta técnica instrumental se
pueden agrupar en tres grandes bloques:

Métodos Basados en la Reaccién de Griess-llosvay.

Métodos Cinéticos.

Métodos Basados en el Uso de Nuevos Reactivos.

2.2 Métodos basados en la reaccion de Griess-llosvay

La gran mayoria de los métodos espectrofotométricos que se han desarrollado

C.C.Reconocimiento-No Compartir



para la determinacion de nitrito tienen su base en la reaccion de Griess-llosvay
(1) Esta reaccion involucra la diasotizacién en medio acido de una amina
aromatica primaria con el anion, para generar una sal de diazonio; seguida por
una reaccion de acoplamiento con una amina aromatica o un fenol. En esta
ultima etapa se produce un compuesto "azo", que generalmente presenta una

intensa absorcion en el visible.

Jay B. Fox, Jr. (1®) realizé un estudio sobre la cinética y el mecanismo de la
reaccion de Griess. Los resultados de ese estudio determinaron que la cantidad
del azocompuesto formado por la reaccion de una variedad de compuestos
como la anilina y derivados de la naftilamina con los nitritos, depende de un

gran numero de factores; como son:

-La clase y concentracion del reactivo usado, incluyendo la posicion del

sustituyente en el anillo.

-Combinaciones espelificas ¥ "concehitraciones) relativag de la especie

rivoselbile iy elfreéctive de ecofle vien o

-Reacciones paralelas del nitrito con otro sustituyente que no sea el grupo

amino. Reacciones paralelas del nitrito con el reactivode acoplamiento.
-Formacion de mas de un tipo de pigmento.

-Oxidacion del intermediario (ion diazonio) y/o del azocompuesto. La presencia

de 6xido de nitrégeno en el aire.
-El pH y la temperatura.

En todos los casos, los investigadores han intentado controlar el medio de la
reaccion. Sin embargo, el pH y la temperatura del medio siguen siendo los

factores criticos.
2.2.1 El mecanismo de la reaccién de Griess-llosvay

El mecanismo propuesto para la reaccion de Griess-llosvay, que involucra la



formacion de un azocompuesto del tipo (Ar-N=N-Ar), se desarrolla en varias

etapas:

1) Formacion del ién nitrosonio (nitrosacion).
2) Formacién de una sal de diazonio

3) Formacion del azocompuesto

En la practica el idn nitrosonio -electréfilo- se genera in situ por la reaccion del
nitrito de sodio en presencia de acido clorhidrico Luego, la etapa de nitrosacion
consiste de un ataque electrofilico del "NO con desplazamiento del H" en el
sitio de mayor disponibilidad de electrones (en el nitrdgeno de la amina
aromatica primaria) para producir la sal de diazonio. La etapa de formacién del
azocompuesto, consiste en una sustitucion electrofilica aromatica en la que i6n
diazonio es el reactivo atacante. La condicion para que se produzca la reaccién
de copulacion es que el anillo aromatico que sufre el ataque por el idn diazonio
debe contener un grupo de fuerte tendencia a liberar electrones (NH;, -OH).
Por lowgeneral, fa sust bugiop=< 2 realizage » [a=poticior par-2an respecte=al

geupd atdvante 7
1) Formacion del ion nitrasonio (NO™)
NaNOs + 2HCI — ™ NO" +Na' +2CI +H:0

2)  Formacion del ion diazonio (Ar-N5")

NH, N==N
O + N JEE—— @ + H50D
D=?=D (;:4],5:0
NH, HH,

3)  Formacion del azocompuesto (Ar-N=N-Ar)

? S @ MH{CH, ) NH, ? {—:

I , e,
i § ) Py .
o O e D O
Al
\Y

Mecanismo propuesto para la formacién de un azocompuesto



2.2.2 Efecto del pH en la reaccion de Griess-llosvay

El pH del medio es uno de los factores mas critico s en esta reaccién. Cuando
la concentracion de OH es alta, el ion diazonio (ArN2") se encuentra en
equilibrio con un compuesto no ionizado -Ar-N=N-OH- y con sales -(Ar-N=N-

O_Na+)- que derivan de los siguientes equilibrios:

Ar—N=N"OH~ === Ar-N=N—OH == Ar—N=N—O-Na'

Copula Mo copula Mo copula

Por esta razén, es claro que la presencia de OH tiende a convertir el ion
diazonio, que copula, en compuestos que no lo hacen. Por consiguiente, en lo
referente al reactivo electrofilico, la copulacion se favorece a una acidez
elevada. Sin embargo, una acidez elevada afecta a la amina con que reacciona
la sal de diazonio, ya que el acido la convierte en su ion, que debido a su carga
positiva, es relativamente inerte ante la sustitucion electrofilica aromatica:
demasiado, como para|sea atacado por €l idn diazbnio débilinente electrofilico.
Aol ouanta ' mis sita le ac.czz/ mavor scre I p ohorcibn de @inia qus erisie

como idn, y por tanto menor la velocidad de copulacion.

N H, NHy

Copula NoCopuls

Por otra parte, cuando el i6n diazonio reacciona en medio acuoso con un fenol
que es apreciablemente acido; se encuentra en equilibrio con el ion fendxido

correspondiente:

o- OH
OH-
Copula Copula

rapidamente lentamente

La carga negativa completa hace que el -O sea mucho mas activante que el -



OH, por lo que el idbn fendéxido es mucho mas reactivo que el fenol no ionizado y
por tanto, mas lenta la copulacion. En consecuencia, desde el punto de vista de
la amina y el fenol la copulacién se favorece con una acidez baja. Asi, las
condiciones Optimas para la etapa de copulacién son el resultado de un

compromiso 7).

2.2.3 Interlerencias en la reaccion de Griess-llosvay

Los métodos basados en la reaccion de Griess se encuentran afectados por la
presencia de iones. Los interferentes que han sido reportados con mas
frecuencia, y que ademas suelen estar presentes en muestras reales son: el Cu
(I) y Fe (Il). Altas concentraciones de Cu (Il), producen un efecto negativo
sobre la senal de absorbancia del azocompuesto formado, ya que su presencia
cataliza la descomposicién de la sal de diazonio'®. En general, la salida que se
le ha dado para minimizar estas interferencias cationicas, es la adicién de
agentes complejantes tales como EDTA. Otra solucién experimental que se ha
orepusste para solyentiis-los nriblemas de ntarfercncies pol catianesyconsiste
€4 pasa’ lefmuisiia a tlaves'de unaves uniade’ n ercamb o cati€nieo ciiteade

la reaccion™).

También se ha reportado la interferencia negativa del I_, debido a su reaccién
directa con el nitrito en medio acido "®. Por todo lo expuesto, los desarrollos
metodoldgicos deben incluir un estudio de interferentes. Generalmente, éstos
se presentan en forma de niveles de tolerancia, que se definen en como la
concentracion de interferente que genera un cambio en la absorbancia del

analito de + 3% @Y o + 5% @V,

2.2.4 Sistemas de reactivos que se utilizan en la formaciéon de

azocompuestos (Reaccion de Griess-llosvay)

Las combinaciones de reactivos que han sido utilizadas con mas frecuencia

para desarrollar la reaccion de Griess son:

- Sulfanilamidaldihidrocloruro de N-(I-naftil) etilendiamina.



- 3-nitroanilina Idihidrocloruro de N-(I-naftil) etilendiamina.
- 4-nitroanilinaldihidrocloruro de N-(I-naftil) etilendiamina o I-naftol.
- Otras combinaciones.

2.2.41 Métodos basados en el sistema de reactivos sulfanilamidal

dihidrocloruro de N-(I-naftil) etilendiamina

En el afio de 1961 V. Shinn 2 propuso la utilizacién de la sulfanilamida (SUL)
como el reactivo para la diasotizacién y el dihidrocloruro de N-(I-naftil)
etilendiamina (NED) como reactivo de acoplamiento. Desde entonces, son
muchos los métodos desarrollados basados en esta reaccion. De hecho, el
método oficial para analisis de nitritos se fundamenta en su uso ®.

En la Figura 2a, se muestra el espectro de absorcion de la SUL. En ésta se
observa la presencia de dos bandas ubicadas en la region ultravioleta. La
rimera canun maxime siengge inide=an 288 pm, nientras:q lesayotragoresenta
suturaciintde Ta fefial o aabajc Gas 95 BnlLol ofrawearts leliteactivo ED
(ver Figura 2b), muestra varios maximos localizados en 208, 242 y 321 nm
respectivamente. Es de destacar que ambos espectros presentan una absoluta
transparencia a longitudes de onda superiores a los 450 nm. El azocompuesto
formado a partir de este sistema presenta una banda con un maximo ubicado

alrededor de 541 nm, como se puede observar en la Figura 3.

El "Anélisis por Inyeccion en Flujo (FIA), con deteccion espectrofotométrica, ha
sido extensamente utilizado para el desarrollo de métodos automatizados. En
ese sentido, la reaccion de Shinn ha sido la base de diversos desarrollos
metodologicos para evaluar el contenido de nitritos en diversas matrices,
fundamentados en el acoplamiento de FIA con la Espectroscopia de Absorcion
Molecular en el Ultravioleta-Visible. En la Figura 4, se ilustra el montaje basico
que se utiliza en muchos procedimientos descritos en la literatura. Este,
consiste de una bomba peristaltica que propulsa en forma continua tres

canales: (C); el portador que generalmente es agua, Rj; solucién de



sulfanilamida acidificada y R3; la solucién del NED. Los estandares y muestras
se introducen en el canal portador mediante una valvula de inyeccion. De esta
forma, el estandar (o la muestra) reacciona con la sulafanilamida en el
serpentin de reaccion L4. La solucion resultante se mezcla con el NED en el
serpentin de reacciéon Ly, en donde se produce la reaccién de copulacion. Por
ultimo, el azocompuesto es transportado al detector espectrofotométrico en

donde se monitorea en forma continua la absorbancia a 545 nm.

200 13
258 nm 242 mm
i P 25
" O i 20 i@_} HEIICH § R .
& 4 Ll l A 14 o | {@ i
W | SR |
0k m A s 321 nm I
05, i
000 . T T L] i eoo L e L | T I
1900 a0 800 WO 000 b1 a0 40 500 wo oo |
m i
ISULJE 0,005% piv 6o HCI (089 wiy L JuEDI=0 00 % pAgen aqu '
Fijura'l E peci os'ie absoeidn antd SULSeet NED
—
]
|
i \
' |
1% J 541 nm
1
A
L
¥
uII T T T T 1 i i
1 ] " 00 0 U 00 o |
L.}

Figura 3 Espectro de absorcion del azocompuesto formado a partir del sistema de reactivos NOy'
- SUL - NED
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Figura 4 Diagrama de flujo para la determinacion de nitrito con el sistema de reactivo

SUL/NED.

Estos procedimientos en general, muestran buenas prestaciones analiticas, las

cuales se resumen y contrastan en la Tabla 3.

Tabla 3 Caracteristicas analiticas de métodos de analisis por inyeccién en flujo

con deteccién espectrofotométrica basados en la reaccién de Shinn

[Umestal [\volumea | Uinelvalo || Limit: de |cv. |Flecaenc)/ Ket. |
de muestra| Dinamicz |deteccion? (%) ade
(u) (ng NO, L) | (ng NO, L’ analisis
1 (h
Agua de mar 100 46-1150 2,3 1 30 24
Aguay 75 100-500 50 0,5 90 25
suelos
Aguas
superficiales 100 320-1600 0,83 72 26
y
subterraneas
Aguas de rio - 0-10.000 ° 100 1,9 22 27
Agua de 92 56 - 5000 200 1,1 60 28
desecho
urbano

@ Concentracién de analito cuya sefial corresponde a 3 veces la desviacion estandar del blanco

b rango lineal

¢ Coeficiente variacional




El "Analisis por Inyeccion Secuencial” (SIA) también ha sido utilizada para
desarrollar métodos automatizados fundamentados en la reaccién de Shinn.

Oms y col. ®%

propusieron un sistema SIA para la determinacion de nitritos en
aguas de desechos y extractos acuosos de aerosoles atmosféricos, utilizando
el sistema de reactivos SULINED. En la Figura 5, se presenta el manifold
utilizado. Para realizar una medida con esta configuracién, se sigue los

siguientes pasos:

e Aspiracion de 160 ul de agua a través del puerto 6 y colocado en RC1.

e Apiracion de 80 ul de muestra a través del puerto 2 y llevado a RC1

e Aspiracion de 160 ul de NaOH 0.5M por el puerto 1 y transportado a RC1.

¢ Inyeccién del contenido de RC1 en el serpentin RC2, el cual se encuentra
en un bafo a 40°C.

e Aspiracion de 160 pl del reactivo sulfanilamida+NED+HC1 en RC1 por el
puerto 3.

e Aspiracion de 400 I de la splacion quesse encuentra enfRC2 a RC1 por el
et

e Aspiracion de 160 pl del reactivg”sulfanilamida+NED+HC1 en RC1 por el
puerto 3.

e inyeccion al detector del contenido en RC1 usando agua como solucion
portadora, a través del puerto 5.

¢ Medida de la absorbancia a 540 nm.

El intervalo lineal fue 0-18.400 ug NO, I, con un limite de deteccién de 70 pg
NO, I y un CV de 1,5 %. Sobre la base de esta configuracién, mas tarde,
éstos autores " describieron un sistema de SIA que permite la determinacion
de nitritos en una configuracion de "sandwich”. Esta configuracion, consiste en
la introduccion de la muestra entre dos zonas del reactivo de Griess. El nitrito
es determinado en un extremo de la zona de muestra inyectada mediante la
formacion del azocompuesto y deteccion espectrofotométrica. EI método fue
aplicado al analisis de nitritos en aguas de mar corrientes y minerales, con un

intervalo dinamico de 23-1840 ug NO,- ",



Con el objeto de adaptar estos métodos al analisis de trazas (ultratrazas),
algunos investigadores han incorporado sistemas de preconcentracién en los

32 plantearon un método para la

montajes experimentales. Manuel Mir6 y col.
determinacién de nitritos en aguas naturales, usando una extraccion en fase
solida en linea con SIA basado en la retencion del azocompuesto resultante de
la reaccion de Griss-llosvay sobre una fase estacionaria de silica gel
quimicamente modificada (Cqs), por adsorcion en fase reversa. El
azocompuesto, es eficientemente eluido con una mezcla de metanol-agua
(80:20, v/v) y detectado a 540 nm. El limite de deteccion reportado fue de 0,32
ng NOo-I" para 10 ml de muestra. Aseguran que el sistema de
preconcentracion propuesto tiene las ventajas que ofrecen los sistemas SIA
entre los cuales destaca; versatilidad, se reduce el consumo de muestra y
reactivos y permite la automatizacion del analisis. Sin embargo, el método
propuesto presenta dos inconveniente importantes: se requiere un volumen
minimo de muestra a preconcentrar (10 ml) -si se requiere sensibilidad- y
presenta una baja freluenciallde muestrpo. Esth se deb: a que se usan
velcaidaeces ce fujo baia, sondicicn regesara phra lberar unz /buETiA
extraccion. En la Tabla 4, se resunien las caracteristicas mas importantes de

este y otros métodos, usando la técnica SIA.



/— Desecho

RC1 y RC2: Serpentin de reaccion V: Valwila de inyeccitn

Figura 5 Representacion esquemdtica del acoplamiento de analisis por inyeccion secuencial
(SIA) con deteccion espectrofotométrica desarrollado para la determinacion de nitritos utilizando
la reaccién de Shinn (SUL/NED) *,

Tabla 4 Caracteristicas analiticas de métodos de analisis por inyeccién secuencial con deteccion
s en lar

Agua de 0- 18400 70 1,5 80 - 30
desechos
extractos

atmosféricos

Aguas 23 - 1840 100 <2 1800 10 31
minerales,
corrientes

Aguas de 13,4 - 160 59 4 1 ml 15
lluvia, mar, 0,83 - 20 032 2.8 10ml 3 32

lagos y
corrientes

* Intervalo lineal * Concentracién de analito cuya seiial corresponde a 3 veces la desviacién estindar del blanco
“Sistema de preconcentracion en linea, Para 1 ml de muestra el factor de preconcentracién fue 17 v para 10 ml 170,

C.C.Reconocimiento-No Compartir



2.2.4.2 Métodos basados en el sistema de reactivos 3-nitroanilina/

dihidrocloruro de N-(1-naftil) etilendiamina

La 3-nitroanilina es otra de las aminas aromaticas primarias que ha sido
utilizada con éxito en la reaccion genérica de Griess. La 3-nitroanilina (3-NA),
presenta un espectro de absorcion similar al de la SUL, pero su maximo se
ubica en 256 nm. De igual forma, el azocompuesto formado muestra un
comportamiento de absorcién similar al del sistema SUL/NED pero con el

maximo de absorciéon en 538 nm.

En 1991, Rathore y Tiwari ®® idearon un procedimiento manual para la
determinacién de nitritos en aguas contaminadas utilizando la 3-nitroanilina
como especie nitrosable y el NED para el acoplamiento. La reaccién conduce a
la formacion de un azocompuesto color purpura, el cual presenta un maximo de
absorbancia en 535 nm. Se estudid el efecto de ciertos parametros como: la
acidez de la reaccidn de diasotizacion, concentracidon de 3-nitroanilina,
soncentracion dal NEL 4 temy eraturay Bl métedc fuegaplicade=al aralisis~de
nirichs €1 dgues Ve rfolles anoresee)ioten indiniznvaiacinaiaicn de 19 a'’0)
ng NO, I'" y una desviacién estandar relativa de 0,59 %. También destacan,
que en el método propuesto la tolerancia al Cu(ll) es superior que la que

presentan las metodologias que utilizan la reaccién de Shinn.

En 1996 Ahmed M. J. y col ®* adaptaron el sistema 3-NA/NED en una
configuracion FIA para determinar nitritos en muestras alimenticias, aguas,
suelos y bebidas. En la Figura 6, se ilustra el manifold experimental utilizado.
Los estandares y las muestras fueron introducidos por el sistema a través de
una valvula (V), en una corriente de la solucion portadora (NH4Cl) propulsada
por una bomba peristaltica (P). En el punto S, la muestra es dividida en dos
segmentos iguales por una valvula selectora. Uno de estos segmentos se
mezcla directamente con los reactivos en medio acido en el serpentin Ls, y
posteriormente la mezcla resultante fue transportada al espectrofotémetro
donde se midio la absorbancia a 535 nm. Este disefo, se prestd posteriormente

para ser utilizado con otros propédsitos utilizando el segundo segmento. El



meétodo propuesto por estos autores, presentd un intervalo dinamico de 10-
2200 pg NO..I'", con un limite de deteccion de 1 ug NO, I'' y un coeficiente
variacional que oscilé entre 0,1 y 2 %. La frecuencia de analisis fue de 30
muestras h-’ y la estabilidad reportada para el azocompuesto de 24 horas. En
la Tabla 5 se contrastan las caracteristicas analiticas reportadas en estos

trabajos.
2.2.4.3 Métodos basados en el sistema de reactivos 4-NA/NED o 1-Naftol

A diferencia de las especies nitrosables mencionadas anteriormente, la 4-
nitroanilina presenta una banda adicional, ubicada en la region del visible
especificamente en 379 nm. El espectro de absorcién del azocompuesto
formado con el NED es similar a los sistemas anteriores, pero el maximo de
absorcion se ubica en 545 nm. La sensibilidad que se obtiene con el uso de

este sistema es muy baja si se compara con los anteriores.

0.4M NH,C1 b DL L3

Ha+ NED

NA: 3-nitroanilina P: Bomba penstiltica V: Vilvula de inyeccion 8: Selector de la vilvula
Ly ¥ L¢: Columnas reductoras La: Serpentin de reaccidn Dz Detector PC: Computador personal

Figura 6 Representacion esquematica del montaje utilizado para la
determinaciéon de nitritos basado en la reaccion de Grises con el sistema de
reactivos 3-NA/NED ©4:



Tabla § Caracteristicas analiticas de algunos trabajos donde utilizan la 3-nitroamiina como

especie nitrosante.

Muestra Intervalo dindmico Limite de CV | YVolumen de | Frecuencia | Ref
(ng NO: L) detenciﬁnl (%)| muesira de amlilisis
- (ng NO; L7)" (ul) (h™)
Agua de rios 10 - 800 - 0,5 - - 33
|_contaminados 9 1
Alimentos, 10 - 2200 1 0.1 100 30 34
aguas -2
Suelos

* Concentracion de analito cuya sefial corresponde a 3 veces la desviacion estandar del blanco

Esta especie nitrosable también ha sido utilizada con I-naftol ©°" azuleno, etc.
Sin embargo, los productos o azocompuestos formados a partir de varios
reactivos de acoplamiento presentan una estabilidad muy baja (12),

Las técnicas de preconcentracion han sido utilizadas con el propdsito de
mejorar la sensibilidad f2n los grocedimientos don¢e se utiliia la 4-nitroanilina.

AbEEs W edl. B

desairollaionfun imé oo sinirle y szndilly goara deern inar
nitritos en agua por espectrometriaen fase solida; utilizando el sistema de
reactivos 4-nitroanilina/ I-naftol. EI fundamento del procedimiento, se basa en la
formacion del azocompuesto por reaccion del NO,- con el sistema de reactivos
propuesto. A continuacion, se introduce una esponja de poliuretano (PUF)
cortada en forma de paralelepipedo (10 mm x 35mm x 2 mm) dentro de la
solucion. Esta se agita por 10 minutos de forma de colectar (retener) en forma
cuantitativa el producto de la reaccién en el PUF. Finalmente, este se introduce
en una celda 1 cm de paso Optico que contiene benceno y se realizan las
medidas espectrofotométricas con un blanco del PUF en benceno. Estas
medidas, fueron realizadas usando un programa que permite monitorear la
absorbancia a tres longitudes de onda: 710, 625 y 530 nm respectivamente. La
absorbancia corregida (A*) a 625 nm (1) de la especie coloreada absorbida en
el PUF, se utilizo para la cuantificacion, ya que se correlaciona lineal mente con
la concentracién de nitritos. La Absorbancia corregida se obtuvo mediante la

siguiente ecuacion:



A= (Af, azo -~ Af)D\rZ - [(Af azo 'Af)7\f1+ (Af, azo - Af)7\4-3]

Donde Asaz ¥ Ar, representan los valores de absorbancia del azocompuesto en
el PUF y el blanco del PUF respectivamente. Las lecturas de absorbancia a
710 y 530 nm se realizaron para compensar y eliminar los efectos de
atenuacién causados por la matriz (PUF) y los reactivos. En este trabajo, se
estudio el efecto sobre la respuesta instrumental de ciertos parametros como:
el pH en la primera y segunda etapa de la reaccién, concentracion de los
reactivos, asi como los limites de tolerancia de algunos iones interferentes. Los
autores reportan un intervalo lineal de 0-140 pg "' con un limite de deteccion de
5ug I”', un CV que varié entre 0,41 y 0,80 % y un porcentaje de recuperacion

promedio de 99 %.
2.2.4.4 Otras Combinaciones de reactivos

También se han propuesto otras variantes de la reaccion de Griess-llosvay,
que consisten en el (sa de, istemas di reactivos distirios.a los qgue_se
ra2riolaran antzrorm 2nfel Eati2tellhs s2 (enfuntren:) (1) - ¢ -nitroahiliaa s/
acido 1-aminonaftaleno-2-sulfonico™, (2) acido p-aminofenil mercaptoacético
(APA) / NED ©7, (3) sulfapiridina (SP) / 1-naftol-4-sulfonato de sodio (NS) ©¥),
SUL/ (NS) ®®, sulfatiazola (ST) / NS ®® y p-aminoacetofenona (PA)/ NED #?)

Como forma de mejorar la sensibilidad, en la mayoria de los casos, se incluye
una etapa de preconcentracion del azocompuesto, bien sea por retencion de
este en una columna empacada con naftaleno y yoduro de tetradecildimetil-
bencilamonio ©®® o mediante la preconcentracién del azocompuesto como su
ion asociado con dodecil sulfato; sobre un filtro de membrana soluble en un
solvente organico 1) En el primer caso, la caracteristica mas resaltante de los
procedimientos, es que el sélido adsorbente en la columna puede ser usado
una sola vez para preconcentrar, ya que éste junto con el azocompuesto, son
disueltos con 5 ml de dimetilformamida. En el segundo caso, la caracteristica
mas resaltante del método es que el reactivo p-aminoacetofenona, propuesto

como diazotizante, tiene un sustituyente hidrofébico que puede ser asociado



con un surfactante anidnico que contenga una larga cadena alquilica como el
dodecilsulfato de sodio lo que permite que el ion asociado pueda ser colectado.

De esta forma, se logra una buena selectividad y sensibilidad.

En la Tabla 6, se resumen las caracteristicas analiticas de algunos trabajos,

donde se usan los sistemas de reactivos mencionados anteriormente.

Tabla 6. Caracteristicas analiticas de algunos trabajos donde utilizan distintas especies

nitrosables y distintos reactivos de acoplamiento.

| Muestra Sistema de | Intervalo Limite de |CV Factor de Ref.
' reactivos lineal deteccion |(%) | preconcentracidn
(pgNO; L) | (ug NO: L) i
Aguas y suelos| SUL/NS 6,6-131 4.6 0,48 8 38
Aguas y suelos SP/NS 6,0 - 158 5,25 0,43 5 38
Aguas y suelos ST/NS 6,6-131 33 0,51 6 38
Agua de rios, PA/NED 0,32-32 0,1 217 =100 21
subterrgneas

ATLTAVATAVEE @ IT@E I SEiEN

2.3 Métodos Cinéticos

Los métodos cinéticos representan una alternativa muy atractiva para la
d~terminacion de nitritos a niveles de ultratrazas. Estos procedimientos, se
fundamentan en el efecto catalitico del ion NO, - en la oxidacién en medio
acido por parte del ion bromato de diversos compuestos organicos. Entre los
compuestos organicos que han sido utilizados destacan: Tionina (39) Rojo de
Pirogallol “% Verde B de Naftol “'*?, Procloperazina “*, Azul Ccresil brillante
“4) " Piridina-2aldehido 2- piridilhidrazona “®, Acido Carminico “® 'y

Gallocyanina®”.

El criterio de cuantificacion, se basa en la disminucion de la absorbancia del
compuesto organico, que se relaciona directamente con la concentracion del
ion nitrito y con el tiempo de medida. La Figura 7, ilustra con claridad estos

comportamientos. En la Figura 7(1), se presenta la variacion en el espectro de



absorcion de la tionina con la concentracion de nitritos cuando se mantiene
constante el tiempo de medida. Por su parte, la Figura 7(2); muestra la
variacion del espectro de absorcion del rojo de pirogallol con el tiempo, en una
experiencia en la que se mantiene constante la concentracién de nitritos. En
éstos sistemas, la sensibilidad se relaciona con el tiempo de medida. A
mayores tiempos, mejor sensibilidad (ver Figura 7b), pero la frecuencia de
analisis disminuye. Por ello, la condicién que se adopta es un compromiso que

esta determinado por la concentracion del analito en la muestra de interés.

L 8

[T

J.q'rrnlm 3, {pmb
- . Rojo d piragaliel

i [0y O, b Oy T= 6107 ML ex [0y )= 100 M m 30a, be 130, e 2006, d: A0ay 14304
" i e 3l reeccada & § minl

Higdira\7 Especitos e abs rcicn'de/ 1 [ooinz (1) 1 el roiy (iroga lol) 20010 Variscion/enta
absorbancia con la concentracion del ion nniito y (2); Cambios de absorbancia con el tiempao,

para una concentracion fija de 100 pg NO; L ™,

El analisis por inyeccion en flujo también ha sido incorporado con éxito en estos
sistemas, con el objeto de automatizar la metodologia. Zhang y col. @1,
desarrollaron un sistema FIA con deteccion espectrofotométrica para la
determinacién de NO; en aguas naturales via oxidacién del verde naftol por
parte del bromato de potasio. EI manifold utilizado se presenta en la Figura 8.
En este disefio, la muestra (S) se introduce mediante un canal propulsado por
una bomba peristaltica (P¢) a la valvula de inyeccion y posteriormente a una
corriente portadora (C). A continuacion, el segmento inyectado se mezcla con
una corriente de una solucion de bromato de potasio (R¢). Luego, con una
solucion de Verde de Naftol (Ry) en el serpentin de reaccion (SR), el cual se
encuentra sumergido en un bafio de agua con temperatura controlada (T).

Finalmente, la mezcla resultante se transporta a la celda de flujo del



espectrofotometro de

absorcion,

espectrofotométrica a 722 nm.

en

donde

se

realiza

la

Ry

mu

E:Mllnlrl..l‘.yl’. Bombas peristilicas, - Solucrdn portadora, ¥ Vilvula de impeccrin, Ry:
. By Verde de naftol, SR: Serpentin d2 reaocitn v T: Pafa

Figura 8. Representacion esquematica del sistema acoplado de andlisis por inyeccion en flujo

con deteccion espectrofotométrica , para la determinacion de nitritos usando métodos cinéticos

En la Tabla 7, se resumen las caracteristicas mas importantes de algunos

métodos cinéticos descritos para la determinacién de nitrito.

Table 7 Caracteristicas anal tisas dali s progadimien as cindti( os

Viue i ri ¥V speci _ Titinalo Limt d: [/ CV tienpo R |
orginica Dinamico Deteccion (%) de
(ng NO2 L") | (pgNO, L") reaccién

Aguas Tionina 0,32 - 55,2 0,09 2.6 Smin 39
naturales

Aguas Rojo Pirogalol 3 -1000 1 1,8 Imin 40
naturales

Aguas Acido Carminico 0,2-14 0,04 1,7 3 min 46
naturales

Métodos Cinéticos por FIA
Muestra Especie Intervalo Limite de CV | Frecuencia | Ref,
organica Dindmico Deteccion (%) | de andlisis
(pgNO; L") | (ugNO, L) (b

Aguas Verde de B 2-200 0.5 2 30 41
naturales Naftol

Aguas Verde de B 2-200 0,5 2 50 42

__naturales Nnaftol

Aguay | Gallocyanina 10 - 2500 1 1,7 20 47

productos
alimenticios

* Concentracion de analito cuya sefial corresponde a 3 veces la desviacion estindar del blanco

medida




2.4 Métodos basados en el uso de nuevos reactivos

Otra alternativa valida para el analisis de nitritos, se fundamenta en la reaccién
del anién con ciertos compuestos organicos en medio acido. Los trabajos que
se describen en esta seccion, pueden dividirse en dos bloques: El primer
bloque incluye aquellos trabajos en donde la absorbancia del compuesto
organico disminuye con la concentracién del ion. El segundo grupo, se refiere a
propuestas en donde se genera un nuevo compuesto, cuya absorbancia se

incrementa con la concentracion de los nitritos.

En el primer grupo, los reactivos que han sido utilizados son: 5,10,15,20-
tetrakis( 4-aminofenil)porfina “®), complejo azul de fosfomolibdeno “9), etc. En
el segundo, los reactivos que reaccionan con el NO,- son: 4-iodo-N,N-

dimetilanilina ®® 3,6-diamino acridine ¢, etc.

Kawakami y Igarashi en 1996 “8)  desarrollaron un método para la
determinacion de nitrités en aguas naturg'es, uséndo el reactivo 5,10,15,20-
tairalisi4-arnincferilpofina/TAP?,. Ete cormiple to p esariterdi a baical iidy
intensa en 434 nm a un pH por deb&o de 2, como se observa en la Figura 9.
La reaccion con nitrito en solucién acida, produce un ligero desplazamiento a
longitudes de onda mas largas y la absorbancia disminuye de una manera
significativa. El criterio de evaluacion utilizado es la disminucién de la
absorbancia de esa banda, que se correlaciona directamente con la
concentracion de nitritos en cierto intervalo de concentracion. Pocas sustancias
interfieren ya que el mecanismo mediante el cual se lleva a cabo la reaccién es
una diasotizacion. El tiempo requerido para completar la reaccion fue de 30
minutos a 30°C y a un pH de 1. La reaccion depende del pH y de la
temperatura. Utilizando una celda con 1 cm de paso Optico, el limite de
deteccion reportado por este procedimiento fue de 0,18 pg NO, L™ con una
desviacién estandar relativa de 1% para 10 determinaciones de una solucién
de 9 pg NO, L ™.

Nidal A. y col. en 1999 “®) publicaron un desarrollo metodoldgico que se basa



en la oxidacion del azul de fosfomolibdeno por parte del ion nitrito. En este
sistema, se tiene que la disminucion de la absorbancia absoluta a 814 nm
(azul), es directamente proporcional a la concentracion de nitritos. En este
trabajo, se estudiaron parametros como: la acidez, la estabilidad del complejo,
el tiempo de reaccion, la temperatura, la concentracién de los reactivos, y los
limites de tolerancia de iones interferentes. Utilizando celdas de 1 cm de paso
optico, los autores reportan un intervalo dinamico de 500 a 2000 ng NO,-L
con una desviacion estandar relativa de 2,6 % para 5 medidas y un limite de
deteccién de 200 ug NO, L™, Este procedimiento fue aplicado para determinar

nitritos en agua, productos a base de carne y vegetales.

i\
q‘wﬂ.\? j |
- 1{\ 3 -_-k‘--.,\
e i
I.S:I .'-‘.{ru'n] B0

B [NOF]= 0 M, be [NOR]= 16107 M, e [NOST= 32107 M, d: [MNO]= 4,8.10°7 M, o2 [NOS]
£107 M, £ [NOs]= 16,10 M gz (NOY]= 3,2.10%M, [TAPP] = £10°7 M, pH= 1.0 y temp= 30 °C

Figura 9 Espectro de absorcion del TAPP a distintas concentraciones de nitrito

Nikonorov y Moskvin, 9 publicaron en 1995 un trabajo sobre la determinacién
de nitritos en aguas naturales yaguas de desechos, usando 4-iodo-N, N-
dimetilanilina (IDAN). En el espectro de absorcion de este compuesto se
observo la transparencia del mismo a longitudes de onda superiores a los
300nm. La reaccion con nitritos en medio acido produce el compuesto 4-
nitroso-N, N-dimetilanilina, el cual presenta un maximo de absorcion centrado
en 350 nm, como se observa en la Figura 10. Los autores, indican que las
caracteristicas mas resaltantes del método propuesto son: la cinética de la
reaccion, la estabilidad del reactivo y el producto, asi como la ausencia de

factores interferentes. En cuanto a la velocidad de la reaccidon, esta se ve



favorecida con el incremento de la acidez y la temperatura. A temperatura
ambiente y condiciones de acidez optimas, la reaccion se completd en solo 10
min. En cuanto a la estabilidad del reactivo aseguran que las soluciones son
estables en HC1 1M por 3 meses y la estabilidad del producto fue calculada en
8 horas a temperatura ambiente. Con este reactivo, el limite de tolerancia de
iones interferentes tales como: Na*, K*, Ca®*, Mg®* sulfato, nitratos y fosfatos
fue alto (un exceso de 10* veces). El método propuesto tolera la presencia del
ion cuprico hasta un nivel de 0.1M y presenta un intervalo lineal de 0 a 3200 ng
NO; L™ con un limite de deteccion de 6,6 ug NO,-' L™, utilizando una celda de

5 cm de paso optico.
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Figura 10. Espectro de absorcion del IDAN (1) v del producto de la reaceion con ¢l ion nitrito
(2) (IDAN, 2x10™* M; nitritos 1000 pg L)

Guerrero G. y col. Y, desarrollaron un método de inyeccion en flujo continuo
con deteccion espectrofotométrica basada en la reaccion de la 3,6-diamino
acridina (sulfato de proflavin) con el ion nitrito en medio acido. El sulfato de
proflavin en medio acido, muestra dos bandas localizadas entre 260-265 y 400-
450 nm respectivamente (ver Figura 11a). Por su parte, el espectro de
absorcion del producto de la reaccidn presenta cuatro bandas definidas, dos de
las cuales se encuentran solapadas con las correspondientes del reactivo. Sin
embargo, las otras dos bandas, situadas en 328 y 545 nm son de interés

analitico (ver Figura 11b). La soluciéon de proflavin (protegida de la luz) es



estable por largos periodos de tiempo incluso con fluctuaciones de
temperatura. Sin embargo, la estabilidad del producto es de dos horas, siempre
y cuando la temperatura se mantenga por debajo de los 40°C. En este trabajo,
los autores presentan la optimizacion correspondiente a todos los parametros
FIA asociados al sistema, asi como aquellos correspondientes a la reaccion
quimica (concentracién temperatura, pH etc). La medida espectrofotométrica,
se lleva a cabo a 328 nm, utilizando una celda de flujo con un volumen muerto
de 18ul y paso optico de 1 cm. El intervalo dinamico reportado, fue desde 60

hasta 4000 pg NO»- I'", utilizando un volumen de inyeccion de 457 pl.

Este procedimiento se caracteriza por su rapidez, simplicidad en el disefio, es
altamente competitivo con otros desarrollos en FIA en cuanto a su sensibilidad

y seleetividad y sobre todo el reactivo utilizado no es cancerigeno.

En la Tabla 8, se presentan las caracteristicas mas importantes de estos métodos,
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Figura 11 Espectros de absorcion de reactivos v productos de reaccion en el sistema Mitrito-

Proflavin



Tabla 8 Caracteristicas analiticas de procedimientos cinéticos.

" "Muestra |  Especi Intervalo | Limile de deteceion Cv Rel
OrEanica dindmico (ueMO. 17 {7
(e NG: 1) ]
Ay malurles
aguas de desechos A 0.32.552 2 2.6 44"
Agnas ! 60-4000 - (A a5
Aguas naturales C 0-18.4° 018 ] 45
A ama productos |
aluneaticios ¥ D 200-3600) 200 24 47
vegetales

" Concentracion de analite cuya sefial corresponde a 3 vaces la desviacifn estindar del hlaneo

* inrervalo Linsil

A: dipslo- W N-dimetilaniling B Ve-diaming senidme €3 510,13 20-tctrakis 4-soinofeni] jporfna (TAPP).
v comiplege ] de foedimalibdeno

* celda de 5 om de patn aplico

3 CONCLUSIONES

Lr tg liiaetire, 2apeciaizalil s€ encuenian wag g an \arizcac-d: meéin/o s ue
analisis para el ion nitrito en diversaa=atrices, que utilizan a la Espectroscopia

de Absorcion Molecular en el Ultravioleta-Visble como forma de deteccion.

La formacion de azocompuestos constituyen las reacciones mas utilizadas en
los disefios metodoldgicos que permiten la determinacion de este ion en
diversas matrices; bien sea usando métodos manuales o disefos
automatizados (FIA o SIA).

Diversas técnicas de preconcentracion han sido adaptadas a las metodologias
descritas, con el fin de mejorar las prestaciones analiticas en cuanto a
sensibilidad y limite de deteccion. Esto ha permitido extender la aplicacion de
estos métodos de analisis a ultratrazas, pero con un costo significativo en lo

referente al tiempo de analisis.

Los métodos cinéticos y los métodos desarrollados usando nuevos reactivos,

constituyen una alternativa valida para la determinacion de nitritos en aguas y



productos alimenticios. Se caracterizan por su sencillez, ya que la reaccion se
desarrolla en una sola etapa, y son métodos muy sensibles. Ademas, en la
mayoria de los casos la tolerancia que presentan a los interferentes es superior

a los reportados cuando se trabaja con la reaccién de Griess.

La eleccion de algunos de estos procedimientos como métodos de rutina estan
determinados por muchos factores tales como: costos, el tiempo de analisis, el
uso de reactivos altamente peligrosos, la sensibilidad requerida, la selectividad,

la exactitud y la disponibilidad de los reactivos, entre otros.

Los métodos de analisis de nitritos basados en procesos luminiscentes seran

tratados en un préximo tépico.
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CAPITULO 3

REVISON CRITICA DE LOS METODOS CINETICOS. UNA ALTERNATIVA A
TRACTIVA PARA LA DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE
NITRITQ.EN ACSASANIVERES EE TRAVA YULT RA-TRAZA



RESUMEN

Este capitulo es una revisibn de los métodos catalitico cinéticos que se
han.propuesto en la literatura para la determinacién espectrofotométrica de
nitrito en aguas a niveles traza y ultratraza. Estos métodos se basan en el
efecto catalitico cinético de este i6n en la oxidacion de diversas moléculas
organicas, por parte del idbn bromato en medio acido. Estos procedimientos son
simples y requieren de una instrumentacion sencilla y accesible a muchos
laboratorios. El principal objetivo del presente trabajo es hacer una revision
comparativa y critica de los diversos desarrollos metodoldgicos propuestos, asi
como proponer algunas alternativas metodolégicas que aun no han sido

exploradas.



1 INTRODUCCION

El nitrito es un intermediario activo en el ciclo del nitrégeno, que se produce por
la oxidaciéon incompleta del amonio o por la reduccién de los nitratos. Las sales
de nitrito se utilizan como preservadores en la industria de los alimentos y
como inhibidor de corrosién en las aguas de diversos procesos industriales 2.
El nitrito es uno de los contaminantes comunes que se encuentran en la
atmosfera y en las aguas naturales. A manera de ejemplo, el nitrito que se
forma durante la biodegradacion de los nitratos, del nitrgeno amoniacal y de la
materia organica nitrogenada, representa un importante indicador de la

polucion fecal en las aguas naturales ¢4

La determinacion de nitrito es de suma importancia debido a su impacto
peljudicial en la salud humana. Su toxicidad se debe principalmente a su
interaccion con los pigmentos de la sangre, para producir
metahemoglobinemia. La reaccién del ion con aminas secundarias y terciarias,
asihcomoycompamidas peduce« ompuastaos N-nitro 50, a'gunc de-los cyales 2an
condcidis Jor Yud efacias/cancer gene s [te rdtog Sllicns wantté o hicos ) (B
estas razones, la determinacibn de nitrito en matrices bioldgicas,
medioambientales, agricolas, geoquimicas y ecolégicas adquiere una
importancia significativa. Por ello, en la actualidad existe una necesidad
creciente de nuevos desarrollos metodolégicos simples y sensibles para la
determinacién de trazas y ultratrazas de nitritos en muestras naturales vy

artificiales.

Existen numerosos desarrollos metodolégicos que utilizan técnicas como:
quimioluminiscencia, voltametria, amperometria, polarografia, cromatografia
idnica, fluorescencia molecular, etc., para la determinacion de nitrito en una
variedad de matrices; muchos de los cuales han sido considerados en algunos
interesantes y completos reviews ©”). Todos estos métodos presentan ventajas
y desventajas. Sin embargo, muchos de ellos involucran tiempos de analisis
largos y/o el uso de instrumentacién costosa, por lo que no son adecuados o no

son accesibles para llevar a cabo analisis rutinarios en muchos laboratorios.



En la actualidad, la gran mayoria de los métodos utilizados para la
determinaciéon de nitrito son espectrofotométricos ©-8) y se fundamentan en la
reaccion de llosvay-Griess ). Esta reaccion involucra la diasotizacion en medio
acido de una amina aromatica primaria con el anion, para generar una sal de
diazonio; seguida por una reaccién de acoplamiento con una amina aromatica
o un fenol. En esta etapa se produce un compuesto "azo", que generalmente
presenta una intensa absorcion en el visible. Entre las principales desventajas
que se atribuyen a estos métodos destacan: i) la obtencién de limites de
deteccion relativamente altos (LD > 20 ug I'") el uso de reactivos toxicos, iii) el
tiempo de la reaccion de acoplamiento suele ser alto y iv) estan sujetos a serios

efectos interferentes 19,

En lo concerniente a la sensibilidad, hay que
destacar que existen desarrollos metodoldgicos recientes en los que se mejora
en forma significativa la sensibilidad y por ende el limite de deteccidn,
incorporando al montaje experimental sistemas de concentracion "'¥. Sin
embargo, esta variante experimental conlleva a un aumento significativo en el

tiempo de analisis.

En la busqueda de sensibilidad, los_n étodos cinéticos cataliticos representan
una de las alternativas mas atractivas para la determinacion de nitrito a niveles

traza y ultratraza '+

En general estos métodos son muy simples y
requieren de una instrumentacién muy sencilla. Utsumi y colaboradores ('
desarrollaron un método espectrofotométrico basado en el efecto cinético del
ion nitrito en la decoloracion del complejo Fe (lll)-tiocianato en HNOj3 diluido, en
presencia de yoduros. El intervalo dinamico de trabajo fue de 0,0005 a 10 ug
ml-", pero no se reportan valores concernientes a la precision del método.
Koupparis y colaboradores ('® desarrollaron un método para la determinacion
de nitritos basado en su efecto cinético sobre la reaccidn de diazotizacion de la
sulfanilamida y acoplamiento con el N-(1-naphtil)etilendiamino dicloruro. Sin
embargo, el limite de deteccién reportado es poco atractivo (0,0125 pg ml-'

(19 desarrollaron un

NO;) Concepcion Sanchez-Pedrefo y colaboradores
método cinético espectrofotométrico para la determinacién de nitritos a niveles

traza que se fundamenta en el efecto inhibidor que ejercen en la reaccién entre



el |, y el acido etilendiaminotetracético, con un intervalo dinamico de trabajo de
3 a 100 ng mI™". B. Liang y colaboradores ?% desarrollaron un método cinético
espectrofotométrico para la determinacion de nitrito basado en el efecto
catalitico de este ion en la reaccion redox entre la clorpromazina y el peréxido
de hidrégeno, con un intervalo dinamico de 10-1.500 ng NO,” mlI™", y un limite
de detecciéon de 3 ng m I'' Por su parte Jiang Zhi-Liang y colaboradores "
reportaron un método para la determinacion de nitritos basado en el fuerte
efecto catalitico que presenta el anion en la oxidacion del naranja de metilo por
parte del bromato en medio de acido sulfurico diluido, con un intervalo dinamico
de trabajo de 0,32 a 55 ng ml-', y un limite de deteccién de 1 ng ml™”. El

seguimiento de la reaccidn se realizé por voltametria de barrido lineal.

En los dltimos afos se han publicado una serie de métodos
espectrofotométricos para la determinacién de nitritos en aguas, que se basan
en el efecto catalitico cinético de los nitritos en la oxidacion de diversas
moléculas por parte del i6n bromato en_medio acido *®. El principal objetivo
Jdelipresents frangjo €5 nalfer und revision“y ura evalvacién ritica Ge los
diversos aesarrollos metodoiogices propuesios, asi como discutir soore

algunas alternativas metodoldgicas que no han sido aun exploradas.
2 FUNDAMENTOS DE LOS METODOS CINETICOS

El principio fundamental de estos métodos se basa en la reaccion de oxidacién
de ciertas moléculas organicas por parte del bromato en medio acido, la cual
esta catalizada por la presencia del ion nitrito en la solucion ®_ Evidentemente,
la molécula organica en cuestion debe presentar absorcion en la region del Uv-
visible (generalmente en el visible), mientras que la forma oxidada suele ser
transparente en esa region espectral. Sin embargo, también se han reportado
sistemas en donde el producto de la oxidacidn es el que presenta absorcion en
el visible ®?. Entre las especies organicas que han sido empleadas se
encuentran: piridina-2-aldehido-2-piridilhidrazona M acido carminico @,
prochlorperazina ?, azul cresil brillante *®" clorofosfonazo PN ?¥, azul de nilo

| (2627 g (28.29 | (3.10)

%) verde B de nafto ) tionin ). rojo de pyrogallo , gallocianina @,



etc.

En estos procedimientos generalmente se observa que la depresion en la
absorcion de la especie organica, producto de la oxidacién de la molécula, es
proporcional a la concentracion de nitritos y al tiempo de reaccion. La
concentracion de la especie catalitica se puede determinar a través de diversos
métodos entre los que destacan los métodos de: concentracion constante,
velocidad constante, velocidad inicial, y tiempo constante ("1516:2830) qonde el
meétodo de la velocidad inicial y especialmente el de tiempo constante son los
mas utilizados. El mayor inconveniente que presentan los métodos cinéticos,
desde el punto de vista experimental, radica en que las reacciones suelen ser
lentas, lo que se traduce en tiempos de andlisis elevados. Sin embargo, se han
desarrollado algunos procedimientos automatizados sobre la base de la

26.27) |a tionina ©®, el rojo de pirogallol ® y la

oxidacién del verde B de naftol ¢
gallocianina ), en los cuales se mejora considerablemente la frecuencia de

analisis.

En 10s profedinivntes imanualisi(bafth), aiciainents Gedinrcdusen al'cuatas
de las muestras (estandares) con un contenido conocido de nitritos en una
serie de matraces calibrados. A continuacién se afiaden en forma secuencial
volumenes conocidos de las soluciones de los diversos reactivos involucrados
en la reaccién (cromoforo, acido y por ultimo bromato de potasio). Las
soluciones se llevan a un volumen fijo y la reaccién de oxidacién se deja
transcurrir durante un tiempo pre-establecido. En la modalidad de la velocidad
inicial, se registra la absorbancia de cada solucién como una funcién del
tiempo. A partir de la representacion grafica: Absorbancia a la longitud de onda
de maxima absorcion (A;max) contra tiempo se calcula la pendiente de la curva
(AA/At) en la zona inicial de la misma (la velocidad inicial). A partir de esa
informacion se construye la curva de calibracion del sistema graficando la
velocidad de reaccion contra la concentracion de nitrito [NO2] Las velocidades
obtenidas para las muestras se interpolan en la curva de calibracién que se
obtiene a partir de las soluciones estandar, y de esa forma se determina la

concentracion de nitritos en las muestras. Por otra parte, en el método de



tiempo constante la reaccidon de oxidacion se detiene a un tiempo pre-
seleccionado, afiadiendo en forma manual urea sodlida (entre 0,1 y 0,3 g) a
todas las soluciones estandar y muestras (2'%?%)_Por lo general, los matraces
calibrados se mantienen sumergidos en un bafio de agua con una temperatura
controlada cercana a los 30°C, con el objeto de acelerar la reaccion.
Finalmente, la soluciones se introducen en la celda de medida y se adquiere su
espectro de absorcidon. El procedimiento se repite en forma analoga para el
blanco, que corresponde a la solucién con el cromoforo en ausencia de nitritos,
y se evaluan las medidas de absorbancia para las muestras y estandares (A),
asi como para el blanco (A,). Por lo general se utiliza la absorbancia en la
longitud de onda de maxima absorcion. Sin embargo, es recomendable
establecer una correccion en base a una linea de base adecuada, para corregir
posibles desplazamientos del espectro de absorcién con respecto al cero
instrumental. La respuesta instrumental que se suele seguir es la relacion

1219 Sin embargo, también se ha utilizado como

logaritmica entre A, y A
medida instrumental In dismigucion de 'a abscrbancia én el maximo de
abish cioh VAA o /= Ag - £) cambise IUstiager |z Figira 131 a caiif're 5
del sistema se hace mediante la repiesentacion grafica de log (A./A) contra la

concentracion de nitrito [NO2-] (0 |AA | contra [NO,).

En este tipo de procedimientos hay dos aspectos que se deben resaltar: i)
después de la adicion de la urea las soluciones se mantienen estables, y su
absorcion constante por varias horas, y ii) el conteo del tiempo de medida se

inicia al finalizar la adicion de la solucién de bromato.

En condiciones optimas de trabajo, la sensibilidad de estos métodos se
relaciona con el tiempo de medida. A mayores tiempos mejor es la sensibilidad,
pero la frecuencia de analisis disminuye. Por ello, la condicién que se adopta
en Ultima instancia, es un compromiso que esta determinado por la
concentracion del analito en la muestra de interés Los mayores inconvenientes
que presentan estos métodos son: i) los errores asociados a cualquier
procedimiento manual, ii) son tediosos vy iii) los tiempos de analisis suelen ser

muy elevados.
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Figura 1 Efecto de la concentracién de nitritos en el espectro de absorcion del
compuesto organico. (a) Espectro de referencia (A, corresponde a la sefial de
referencia)- Cromoforo en presencia de bromato, pero en ausencia de nitritos.
(b-e) Estandares y nuestras (A corresponde a la absorbancia de la solucion, en
el .maximo ., de. abso cidn)-Clomofaro . en _nrecencia de¢ bromato vy _.an

coneantiacione s ¢ ecieltes ca il te

Por otra parte, los sistemas que han sido automatizados se basan en
acoplamientos de analisis por inyeccion en flujo con deteccidn por
espectroscopia de absorcion molecular en el UV-visible (AIF-EAM-UVV). En las
Figuras 2A y 2B se presentan montajes tipicos AIF-EAM-UVV utilizados para la
determinacién de nitritos mediante métodos cinéticos. Estos sistemas consisten
de una bomba peristaltica que propulsa en forma continua a las diversas
soluciones de trabajo (solucién portadora, acido, bromato de potasio y el
compuesto organico) a través de varios canales. La solucion resultante,
producto de la mezcla en linea de las soluciones mencionadas, fluye en forma
continua a través de la celda de flujo (ver Figura 2). Entonces se registra en
forma continua la absorbancia de la especie organica (en ausencia de nitrito),
en su maximo de absorcién, como una funcién del tiempo. De esta forma se
establece a partir de la solucion de referencia la linea de base (Aa), que en

ocasiones puede ser el cero instrumental. La mayor ventaja que ofrece este



disefio es que permite controlar durante todo el analisis el background del
mismo. En una segunda instancia se introduce en el canal de la solucion
portadora, generalmente mediante una valvula de inyeccién, un volumen
discreto de la muestra (estandar) que contiene al analito catalizador. Este se
mezcla con las soluciones previamente descritas y se produce la reaccion de
oxidacion, ya con la catalisis del ion nitrito. EI segmento de la muestra
dispersada en el sistema descrito, fluye a través de la celda de flujo en donde
se registra la sefial como funcién del tiempo. La senal de la muestra (A) se
presenta como una curva gausiana negativa, en la que el valor absoluto de la
absorbancia (| AA|=| A-A,)|) es directam ente proporcional a la concentracién
de nitrito, como se ilustra en la Figura 3. En estos sistemas, el tiempo de
medida se controla mediante el caudal de los diversos canales, asi como por el
diametro interno y la longitud del serpentin de reaccion colocado antes de la
celda de flujo (ver Figura 2A). La calibracion del sistema se hace mediante la
representacion grafica |AA| contra [NO?*] En general, en los montajes
experimentales se incc pora ur largo serp2ntin di: reaccior, sumergido en_un
E2n2 de/apaaicua ten pe auri secoitiolh Ymartiene macighite el usg d2 un

termostato, con el fin de acelerar la reaccion (ver Figura 2).
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espectrofotometrica utilizados eny_nrétodos cinéticos cataliticos para la
determinacién de nitritos. P: bomba peristaltica, C,: canal de la solucién
portadora, Cae: canal de la solucién acida, Cox: canal de la Solucion de bromato
de potasio, Cc,: canal de la solucion del cromdforo. Los canales C4 y Cz pueden
propulsar a la solucién oxidante (KBrOs) o la del cromdéforo. El orden varia con
el método desarrollado (ver texto y Tabla 1B), R: serpentin de reaccion, B:

termdstato, D: detector.
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Figura 3 Curva de calibracion tipica en un sistema de analisis por inyeccion en
flujo con deteccion espectrofotométrica (AIF-EAM-UVV). (a) Solucién de
referencia (A, corresponde a la sefial de la solucién de referencia), (b-e)
Estandares /Muestras (A corre{pbnde a“larabsorbiancia, a |4 longitud de onda
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3 COMPARACION DE LOS DIVERSOS DESARROLLOS METODOLOGICOS

R. Montes y J.J. Lasema (") realizaron un desarrollo metodolégico manual
basado en el efecto catalitico del ion nitrito en la oxidacion de la pyridina 2-
aldehido 2-pyridylhidrazone (PAPH) por parte del bromato en medio acido. La
optimizacion del sistema la realizaron tanto en medio de HCIO4 como en HCI; y
utilizaron el método de las velocidades iniciales ®®3%. El procedimiento
sugerido (con HCI) consiste en adicionar en balones de 25 mL en los que
previamente se han introducido alicuotas de muestra (estandares) con un
contenido de nitritos de 1,2 a 100 ug: 3 mL de solucion de Cr+® (5 g L"), 1 mL
de PAPH 1,5.10° M, 1,0 mL de HCI 1,5 M y 1 mL de KBrO3 0,075 M (ver Tabla
1A). Las soluciones se llevan a un volumen fijo de 25 mL y la absorbancia de
cada solucion se registra como funcion del tiempo a 372 nm. Se calcula la
velocidad de reaccion para cada solucion por la pendiente (AA/At) de la

representacion grafica asz2 nm contra tiempo en la zona inicial de la curva. A



partir de esa informacidén se construye la curva de calibracion del sistema
graficando la velocidad de reaccidén contra la concentracion de nitrito. Los
estudios de recuperacion (90-118 %) se realizaron con aguas minerales y
superficiales fortalecidas con el anion. Los estudios de interferencias de 45
especies sobre una solucién de 0,46 png ml™" indicaron que el método tolera la
presencia de grandes cantidades de amonio y nitrato, pero esta sujeto a las
interferencias por parte de Pd*?, Cu*?, que forman complejos con el PAPH, y de
especies electro activas como Br’, |, S,0572, H,0,, etc., las cuales son toleradas
hasta una concentracién de 1 pg mL™. Sin embargo, la presencia del i6n Cu*?
puede ser tolerada (hasta 100 pg mL™") por adicién de 1000 ug mL™" EDTA a la
muestra. Las caracteristicas analiticas del método propuesto se presentan en
la Tabla 2A. EI método se utilizé para evaluar el contenido de nitritos en aguas
provenientes de un rio altamente contaminado, por estar en las cercanias de
una industria de alimentos, encontrando valores comprendidos entre 0,268 y
0,360 ug rL" NO;".

A IMDharrada ly cdlabbladoresl ! Hescrisen un | pricsdism 2nto'\gin/ tieo
manual en el que utilizan el sistenia=proclorperazina (PRP) / H3PO4/ KBrOs /
NO,- (ver Tabla 1A). En este sistema es importante destacar que el producto
de la oxidacién del PRP es el que muestra absorcion en el visible, con un
maximo de absorcion en 525 nm. Al igual que en el caso anterior, se utiliza el
método de las velocidades iniciales. Las principales interferencias provienen
del yoduro y el vanadio, que catalizan la reaccion de oxidaciéon del PRP. Los
estudios de interferencias se llevaron a cabo con una solucién de 30 ng ml™
NO; ; y encuentran que especies iénicas como: | , 104, SCN’, S,052, S?y V*°,
presentan un limite de tolerancia de 0,1 ug ml™", mientras que especies como
Co*™, Cr, Mn*?, Mo™, W', zr** Hg" Ag®' y Br se toleran hasta una
concentracion de pg mi”. Por su parte el Hg™y el EDTA son tolerados en
concentraciones de 2 y 500 ug mL™", respectivamente. Sobre la base de estos
resultados, los autores recomiendan la adicion de Hg*? y EDTA a las muestras
para suprimir las interferencias del I y del vanadio. La metodologia propuesta,

cuyas principales caracteristicas analiticas se resumen en la Tabla 2A, se



utilizé para analizar muestras de aguas del rio Toku, Japdn y aguas de lluvia de
la misma ciudad, encontrando valores comprendidos entre 170-190 y 19,0-19,4

ng mlI”" NO,’, respectivamente.

J.L. Manzoori y colaboradores @ desarrollaron un procedimiento manual
basado en el sistema acido carminico / H,SO4 / BrOs;  / NO2', en el que utilizan
el método de los tiempos constantes. En el proceso sugerido, tras la
introduccién de las alicuotas de muestra, acido y cromoforo (ver Tabla 1A), las
soluciones son diluidas hasta un volumen de 8 mL con agua, y los balones se
colocan en un bafo de agua con una temperatura de 30,0 £ 0,1 °C durante 10
min. En ese punto se adiciona la solucion de BrOs’, que ha sido mantenida a la
misma temperatura, y se lleva a aforo. La absorbancia de las soluciones se
mide a los 3 min a 490 nm. La medida instrumental que utilizan es la relacion

logaritmica de A,/ A.

Edomustura CeMive dosed mimico

Los investigadores realizan un exhaustivo estudio de interferencias utilizando
como referencia una solucién de 10 ng mL" NO3, y concluyen que el método
esta bastante libre de interferencias, tolerando elevadas concentraciones de
amonio y nitratos. La menor tolerancia la presentan especies como: 103°, CrOy4
2 3,032 Bi*® y Fe™, las cuales pueden estar presentes hasta una
concentracion de 0,2 ng ml™. Por su parte especies idnicas como CrO4?, Hg *2,
Ba*%, Mo*® y W*® presentan un limite de tolerancia de 1 pg ml™”. El método
propuesto, cuyas figuras de mérito se indican en la Tabla 2A, fue utilizado para
evaluar el contenido de nitritos en agua del rio Talkheroud (lran) y aguas de
lluvia de Iran, encontrando valores de 33,6 y 552 ng ml" NOg,

respectivamente.



A.A. Ensafi AA. y B. Rezaii B (23) desarrollaron una metodologia manual
basada en el sistema Azul de cresyl brillante / H,SO4 / KBrO3 / NOy". El
procedimiento sugerido (ver Tabla 1 A) es muy similar al anterior, pero en este
caso todas las soluciones de trabajo, asi como la celda espectrofotométrica se
mantienen a una temperatura de 30 £ 1°C. La absorbancia de las soluciones se
evalué a 595 nm, el tiempo de medida se fij6 en 3 min, y la respuesta
instrumental utilizada fue | AA;=se5om |. En la Tabla 2A se presentan las figuras

de mérito del método.

0
A
LKOCE, = OO,
Azul brillante de Cresyl
HN ( NCH), i ( NC,H)

Forma oxidada

Los estudios de interferencias se realizaron con una solucion de 100 ng rnL
NO,". Los.mavorss inte(farentas fueran losfanes V ® Vi° Fe 3 ce™ y Hg'? las
claiss Qceleran It reaccidénide okitas Ol 2Cr ciri paite/licniss omo HGCHl-
S,032 presentaron un limite de tolerancia masa interferents / Masa niito = 25, €l
Hg" vy el Br de 300, e iones como el Fe*?, I' y S,052 de 500. La tolerancia al
Fe** se puede incrementar hasta 50 ng mL-" por adicién de KF 1 % (m/v) a las
muestras. El método descrito se utilizd6 para la determinacion de nitritos en
aguas de rio y de manantiales de Iran, asi como en embutidos, encontrando
valores de 0,035; 0,278 y 3,550-7,230 ug mL-'" NO,-, respectivamente. El
método también se aplicé para a la determinacion del contenido de nitritos en

sales como KNO3 y NaNH,.

A. Ensafi y M. Keyvanfard ®® propusieron un método manual basado en el
sistema quimico Azul de Nilo/Acido/KbrOs/Nitrito, similar a los anteriores. En
este caso se mide la disminucién de la absorbancia del cromoforo a 595 nm.
Los estudios de interferencias indican que el método propuesto esta bastante
libre de interferencias por parte de los iones comunmente presentes en las

aguas. El método fue aplicado al analisis de nitritos en muestras de embutidos



y aguas, con resultados satisfactorios

M. Jiang y colaboradores ®® desarrollaron un método cinético manual basado

en la oxidacién de la tionina por palie del bromato en medio acido (ver Tablas

1Ay 2A).
N
/@ Estructura de la Tionina
H,N 5 NH,

Los autores proponen para describir el proceso cinético la siguiente ecuacion:

V = -d[TN]/dt = k. [NO,].[TN]™. [BrOs7]", en donde V es la velocidad del proceso,
k es la velocidad de reaccion, y [NOg], [TN], y [BrOs] representan las
concentraciones de nitrito, tionina y bromato, respectivamente. Bajo las
condiciones de trabajo utilizadas ([BrOs]>> [[TN], [NO2]) encuentran que la

reaccion es de primer cden (m[="1) y llegan a la sifjuiente exoresion:

log (AJ/A) = (2).2,303 k".[NO2 |.t. Para la evaluacion ae la concentracion de
nitritos utilizan el método de los tiempos constantes, como se describe en la
Tabla 1A. La absorbancia de las soluciones se evalu6é a 602 nm, utilizando una

catalisis térmica a 30° C durante 5 min.

El método se aplicé a la determinacion de NO,™ en aguas superficiales, rios y
lagos del Japoén, encontrando valores comprendidos entre 0,008 y 0,223 nug
mL-" NO,. Adicionalmente analizaron dos muestras de embutidos con
contenidos de 6,8 y 7,5 ng mL-' NO, . Las figuras de mérito del sistema

descrito se presentan en la Tabla 2A.

Los autores describen un amplio estudio de interferencias de mas de 40
especies anionicas y cationicas que suelen acompafar a los nitritos en las
muestras de agua. La menor tolerancia se encuentra por parte de los sulfuros y
yoduros, que muestran un efecto interferente positivo al estar presentes en una

proporcion molar mayor a 10 con relacion al nitrito.



El grupo de Ubetrlingen de Perkin Elmer @9 desarrolld un sistema

automatizado AIF-EAM-UVV basado en el sistema
Tionina/H2S04/Bromato/Nitrito con figuras de mérito atractivas para el analisis
rutinario de nitritos a niveles de ultratrazas en aguas (ver Tablas 1B y 2B). El
montaje experimental utilizado es similar al que se muestra en la Figura 2A. En
este caso el acido se incorpora directamente en la solucién del cromoéforo (C+)
y el montaje incorpora un largo serpentin de teflon adicional (400 cm de
longitud y 0,8 mm de d.i.) en el punto de confluencia de los canales C, y C;
para la mezcla de la solucién acida de tionina y la muestra. La absorbancia se
registra a 599 nm; y el sistema trabaja a temperatura ambiente. Los estudios de
interferencias realizados sobre una solucién de 30 ng mL™, mostraron que las
especies menos toleradas fueron CI', Co™, Cr* y Fe*®, que presentan efectos
interferentes a partir de concentraciones de 3,0; 0,1; 0,1 y 2 pg mL"

respetctivamente.

Zhang Zhi Qu y golaboradores

desarrollaron un procedimiento
esoectiofitamatico auonalizede 2nial cue wilizan ¢l cisieéma Verde F_db
Naftol / H3PO4 / KBrOs; / NO, (verglzolas 1B y 2B). EI montaje experimental
utilizado es similar al descrito en la Figura 2A. En este caso se utiliza una
solucion de sulfato de amonio 3 % (p/v) como solucion portadora (Cp) y el
medio acido (H3PO4) se incorpora en la solucion del oxidante (C4, Figura 2A).
La absorbancia de la solucién resultante se registra en forma continua a 722
nm y el serpentin de reaccion (R) se mantiene sumergido en un bafio de agua
a 50 °C. Los estudios de interferencia que se realizaron sobre una solucién de
80 ng ml-'" NO,- mostraron una gran tolerancia al nitrato, siendo los mayores
interferentes los iones I, S?y V*° | los cuales causan una interferencia positiva
a partir de una relacion [Interferente]/[Nitrito] = 1. El efecto de los sulfuros e
yoduros se explica por la probable destruccidén del compuesto organico,
mientras que la interferencia del vanadio se debe a su efecto catalitico sobre la
reaccion. EI método se aplicd a la determinacion de nitritos en aguas de rios y
lagos de la Republica China encontrando valores comprendidos entre 0 y 0,158

ng mi™ NO".



Estos mismos autores adaptaron el montaje descrito con anterioridad para la
determinacién secuencial de nitritos y nitratos @) Para ello incorporan una
valvula de 8 canales con dos bucles de inyeccién y un reductor de cadmio-zinc
para la reduccidon heterogénea en linea del nitrato a nitrito. De esta forma, uno
de los bucles se llena con la muestra original, mientras que el otro se llena con
la muestra que ha pasado por la columna reductora. El procedimiento se basa
en una doble inyeccion secuencial de los dos bucles de inyeccion, cuyas
sefales corresponden a la suma de nitritos + nitratos y nitritos,
respectivamente. El método se utilizé para la determinacion de ambos iones en
aguas de lios y lagos de la Republica de China, encontrando valores de O -
0,158 ug mL™ NO, y 0,116 - 0,956 ug mL™ NO3".

Ali A. Ensafi y colaboradores ') desarrollaron un método manual basado en el
sistema Rojo de Pyrogallo1/H,SO4/KBrOs/NO," para la determinacion de
nitritos. El espectro de absorcion del rojo de pyrogallol (RPG) presenta un
maximo de absorcion a 467 nm_ mientras que la forma oxidada presenta el

In7edrne ce dbscicion e 305 nr.

Rojo de Pyrogallol

El procedimiento sugerido, asi como las figuras de mérito del método propuesto
se presentan en las Tablas 1A y 2A. La absorbancia de las soluciones se
evaludé a 467 nm, el tiempo de medida se mantuvo constante en 3 min, y la
temperatura del serpentin de reaccion en 30°C. Los estudios de interferencias
indican que especies como :V(V), V(lII), Ce(lV), As(lll) e 104" afectan a la senal
del analito a partir de una proporcion [Interferente]/(Analito] > 5, mientras que
especies idnicas como M, Bi*3, Ce™, Ag*, Cr**, SCN, I, Br, S? Hg™ lo
hacen a partir de una relacién de 30. Por otra parte, iones como Fe*3, CI, S,05

2 no interfieren en una relacién 1000/1. Es importante resaltar que el nitrato no



afecta a la sefial del analito incluso en proporciones tan altas como 10°, lo que
indica que el que el método puede ser utilizado para la determinacion de trazas
de nitritos en nitratos. El método se utilizé para la evaluacién del contenido de
nitritos en aguas de lios, lagos, aguas superficiales y de desecho de Iran,

encontrando valores de 0,020; 0,110; 0,035 y 0,250 ug mL-', respectivamente.

A. Kazernzadeh y A. Ensafi ® desarrollaron un procedimiento automatizado
para la determinacion secuencial de nitritos y nitratos basados en el sistema
quimico descrito anteriormente. El montaje experimental que utilizan es similar
al descrito en la Figura 2B. La muestra se inyecta en el canal del portador y se
divide en dos fracciones. La primera sigue la trayectoria tradicional para la
determinacién de nitritos, mientras que la segunda fraccion atraviesa dos
columnas de Cadmio y de cobre respectivamente, antes de mezclarse con las
soluciones de cromdforo, acido y oxidante. De esta forma, en esa fracciéon de la
muestra el nitrato se reduce en forma cuantitativa a nitrito, lo que permite la
evaluacion de los nitritos + nitratos presentes en |a muestra. La concentracién
Je nitretay ge datermina solrella kase cela’ditsri:ncic de émbas seralzs La
sefal analitica que se sigue es lazalsorbancia a 465 nm, que se relaciona
linealmente con la concentracion de nitritos. En el procedimiento sugerido todas
las soluciones de trabajo se mantienen a 30,0 £ 0,1 °C. Los estudios de
interferencias realizados spbre una solucion de 50 ng ml™" NO,", mostraron que
especies como el Fe* y el Bi*>, son toleradas hasta una relacién masa
(nterferente) / Masa (niito) de 0,5; mientras que especies como SCN, Br’, I Cr*,
Ag*, Hg*?, Hg", 104, As*™®, Fe™? VO3 presentan efectos interferentes a partir de
una relacion de 0,2. EI método se utilizé para la determinacion de nitritos y
nitratos en muestras alimenticias previamente digeridas de embutidos, salami,
harinas, y quesos Tabriz y Gorgan. Los valores encontrados fueron 0,1521%
0,004; 0,092 + 0,003; 0,250 + 0,004: 0,030 + 0,002; 0,020 + 0,003 +pg g NO2°
y 0,070 + 0,003; 0,048 + 0,004; < LD; 1,750 + 0,004; 2,160 + 0,003 ug g’ NOs’,
respectivamente. También se analizaron muestras de aguas superficiales y

aguas de mar, encontrando valores que oscilan entre 0,03 - 0,04 nug mL" NO,

y 1,05 -1,54 ng mL™" NOs™ para el primer grupo; mientras que en las aguas de



mar los valores fueron de 0,04 - 0,050 ng mL™" NO, "y 0,20 - 0,50 ug mL™" NO3™.

Estos mismos autores desarrollaron un procedimiento automatizado para la
determinacién secuencial de nitratos y nitritos utilizando el sistema de
Gallocyanina / H2SO4 / KBrOs / NO, - ). El montaje utilizado es analogo al
descrito con anterioridad (ver Figura 2B). En este sistema, se sigue el
comportamiento de la absorbancia a 530 nm y se trabaja a una temperatura de
23°C (ver Tablas 1B y 2B). El método propuesto se aplico a la determinacién
de nitritos y nitratos en aguas superficiales, aguas de mar y productos
alimenticios previamente digeridos. Las aguas superficiales presentaron
contenidos de 0,010 - 0,030 ug mL" NO, y 0,840 - 1,710 pug ml" NOs,
mientras que en las aguas marinas el contenido de nitritos y nitratos oscilo
entre 0-0,080 ng ml’ y 0,10 - 0,80 ng mI'1, respectivamente. Por otra parte, en
las muestras alimenticias analizadas (embutidos de carne, calbus marta, harina
y quesos Trabiz y Gorgan) el contenido de nitritos y nitratos encontrado fue de:
0,030; 0,060; 0,470; 0,030; 0,040=ug g =NO," y <iLD; LD; 1,670; 2,200; 3,180
L B DG irsshectivanm satel Los estid og#d nter erencias=indicarenl goe
especies como: Ag’, S0s?, Br e |'srésentan un efecto interferente sobre una
solucion de 50 ng ml”" NO,", cuando estan presentes en una proporcién masa
Interferente / MAsa nirio =1. Por otra parte especies como el Fe*? y Fe* interfieren

a partir de una proporcion de 5.

Xingguo Chen y colaboradores (24) desarrollaron un sistema de analisis por
inyeccion en flujo con deteccion espectrofotométrica similar a los descritos con
anterioridad basado en el sistema quimico Clorofosfonazo-
pPN/H2SO4/KBrO3s/NO,, siguiendo la disminucion de la absorbancia del
cromoforo a 551 nm. El método propuesto fue aplicado a la determinacion de

nitritos en muestras de aguas y suelos con resultados satisfactorios.
4 EVALUACION CRITICA DE LOS METODOS CINETICOS

Los métodos cinéticos representan una alternativa experimental, simple y

valida, para la determinacién espectrofotométrica de nitritos a niveles de



ultratraza en aguas. La. instrumentacion requerida, asi como los reactivos
necesarios para su implementacion, son de facil acceso para muchos
laboratorios. En casi todos estos desarrollos se ha impuesto el uso de la

modalidad de tiempo constante, por su simplicidad.

En los desarrollos manuales, el mayor inconveniente radica en que los tiempos
de analisis son muy elevados, por lo que la frecuencia de andlisis suele ser
pequefia. Por otra parte, los procedimientos suelen ser tediosos,
particularmente por el requisito de tener que detener a un tiempo muy
controlado la reaccion, por adicion a la solucion de urea sélida. Por otra parte,
los desarrollos automatizados basados en acoplamientos de AlIF con deteccion
espectro foto métrica han solventado estos inconvenientes. En estos métodos,
el control de los diversos parametros asociados al sistema es riguroso, lo que
evita los problemas y errores asociados a los procedimientos manuales, mejora
la precision en las medidas instrumentales y aumenta de forma importante la

frecuencia de analisis.

LastCarcctirisice’, ane iticac.d: Bswg procelindentes ‘zou Nc2ciadas pala.si
analisis rutinario de nitritos en aguas, e incluso muchos de ellos estan
disefiados para la determinacién secuencial de nitritos y nitratos. En lo
referente a la sensibilidad y al limite de deteccion, estos desarrollos
metodoldgicos tienen prestaciones superiores a aquellos que se fundamentan
en la reaccién de Griess. La sensibilidad de los métodos cinéticos es elevada,
siendo en muchos casos el limite de deteccion real inferior a 1 ng ml-', lo que
permite el analisis a niveles de ultratrazas. Adicionalmente el control de
algunos parametros del sistema corno son: el tiempo de residencia en el
serpentin de reaccion, la temperatura de operacion y el volumen de inyeccion,
permitiria establecer un conjunto de curvas de calibracion con diversos
intervalos dinamicos de trabajo. Esto propiciaria una novedosa versatilidad al

método, para adecuarlo a distintos tipos de muestras.

En lo referente a las interferencias, los estudios realizados por los diversos

investigadores, indican que las mayores interferencias surgen de especies



electro activas corno el S,052, S2, I', Br, etc. Este comportamiento es logico,
ya que pueden intervenir en el sistema redox. Sin embargo, estas interferencias

no son mas significativas que las reportadas para la reaccion de Griess.

Los disefios de acoplamientos AIF-EAM-UVV que han sido desarrollados, se
limitan al uso de espectrofotometros dispersivos, en los cuales se trabaja bajo
la modalidad de "time drive". En este caso tan solo es posible la observacion
del comportamiento de la absorbancia a una longitud de onda fija. Estos
disefios establecen un buen control sobre el balckgraund del sistema a la
longitud de onda de trabajo, pero estan estrictamente limitados en lo referente
a la medida instrumental. La modificacion del montaje instrumental para
permitir la adquisicién del espectro de absorcion, ya sea en continuo, en la
modalidad de "flujo parado" o por incorporaciéon de un detector de arreglo de
diodos; ampliaria las posibilidades en ese sentido. Por otra parte el disefio de
desarrollos metodologicos de acoplamientos en sistemas de analisis por
inyeccion secuencial (SIA) utilizando detectores de tipo dispersivos o de arreglo

Jdediocn k€35, e estos mcmenios, fin ta npo“ine «g loraco.
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CAPITULO 4

DESARROLLO DE UN METODO CINETICO ESPECTROFOTOMETRICO
PARA LA DETERMINACION DE TRAZAS DE NITRITO, BASADO EN SU
ACCION CATALITICA SOBRE LA OXIDACION DE LA TIONINA POR PARTE
DEL BROMATO DE POTASIO, EN UN SISTEMA DE FLUJO



RESUMEN

En el presente trabajo se desarrolld6 un método cinético automatizado de
analisis en flujo continuo con deteccion espectrofotométrica para la
determinacién de nitrito en aguas. EI método se fundamenta en el efecto
acelerador que tiene el ion nitrito en la reaccion redox entre la tionina y el
bromato de potasio en medio acido. El criterio de medida utilizado fue el valor
absoluto de la absorbancia a 599 nm del espectro de absorcion obtenido en un
sistema doble de flujo, corregido mediante una linea de base establecida entre
700 y 400 nm. Se optimizaron diversos parametros fisicos, quimicos y
espectroscopicos, propios del sistema. Las condiciones experimentales de
reaccion seleccionadas fueron: [BrOs] = 0,06 M, [Tionina] = 8. 10° M (en 1,5 %
(v/v) de H,SO,); y la reaccion fue catalizada utilizando un bafio de agua a una
temperatura controlada de 32,5 °C. Bajo estas condiciones la determinacién de
nitrito se llevé a cabo en muestras de aguas de rio de la zona de Mérida en un
intervalo dinamico de 0.6 a 8 ug I”", con un limite de deteccién de 0,2 ug I y un

cozfidienie cewviic cion de 109 5.



1 INTRODUCCION

En la actualidad existen numerosos desarrollos metodolégicos para la
determinacién de nitrito en una variedad de matrices 2. La razon principal
esta en el impacto perjudicial que tiene este i6n sobre la salud. Su toxicidad
esta principalmente relacionada con su interaccion con los glébulos rojos para
producir metahemoglobinemia. Su reaccién con aminas o ami das conduce a la
formacion de compuestos N-nitroso, algunos de los cuales presentan
propiedades cancerigenas y mutagénicas @ La mayoria de los desarrollos
metodologicos se basan en la reaccion de Griess, que involucra la
diasotizacion en medio acido de una amina aromatica primaria con el anién,
para generar una sal de diazonio; seguida por una reaccion de acoplamiento
con una amina aromatica o un fenol. En esta etapa se produce un compuesto
"azo", que generalmente presenta una intensa absorcion en el visible @3 Entre
las principales desventajas reportadas de estos métodos destacan la obtencién
de limites de deteccion altos (LOD > 20 ug I'') y el uso de reactivos altamente
Blisds G [Sinfencbargo, B aljunds 1adz 0$ s¢ Ha descr tc dn.ihcreraenth el
la sensibilidad del sistema mediantesel/uso de celdas de pasos opticos mayores

a un centimetro ©® o por la incorporacion de técnicas de preconcentracion .

En la busqueda de métodos espectroscopicos alternativos para superar estos
inconvenientes, los métodos cinéticos representan una salida experimental
atractiva para la determinacién de nitritos a niveles ultra trazas @) Estos
procedimientos se fundamentan en que la velocidad de oxidacion de ciertos
compuestos organicos por parte del ion bromato en medio acido, se incrementa
por la presencia del ion nitrito. Entre los compuestos organicos que han sido
utilizados destacan: verde B de naftol ®, piridina-2-aldehido-2-piridilhidrazona

(4.9)

®  gallocianina "9, rojo de pyrogallol “®, azul cresil brillante " acido

carminico '?, tionina (¥, etc.

El criterio de cuantificacion en estos métodos se basa en la disminucion de la
absorbancia del compuesto organico, que se relaciona directamente con la

concentracion del ién nitrito y coa el tiempo de medida. En condiciones optimas



de trabajo, la sensibilidad de estos métodos se relaciona con el tiempo de
medida; a mayores tiempos mejor es la sensibilidad, pero la frecuencia de
analisis disminuye. Por ello, la condicién que se adopta en ultima instancia, es
un compromiso que esta determinado por la concentracion del analito en la

muestra de interés.

El mayor inconveniente que presentan estos métodos, desde el punto de vista
experimental, radica en que las reacciones suelen ser lentas, lo que dificulta su
automatizacion. Sin embargo, se han desarrollado algunos procedimientos

automatizados sobre la base de la oxidacion del verde B de naftol &% |

a
gallocianina "%, el rojo de pirogallol ©) y la tionina ' En general, en estos
procedimientos se incorpora un largo serpentin de reaccién sumergido en un
bafio de agua cuya temperatura se controla y mantiene mediante el uso de un

termdstato, con el fin de acelerar la reaccion.

Los objetivos del presente trabajo son: i) hacer una evaluacién critica sobre los
diversas métades ginélisas gue han=sido- sublicados en l'allitergturagsobre='a
aste ' miirac’on el nitrittyy, Kdelareral tntsisiena Cesaraisic en fiijocon
deteccién espectrofotométrica utilizando la accion catalitica del idn nitrito sobre
la reaccién de oxidacion de la tionina por parte del ion bromato en medio acido,
para la determinacion de nitritos en aguas. Esto con el objeto de disponer en el
laboratorio de un método de analisis con figuras de mérito adecuadas en
cuanto a sensibilidad, precision, exactitud y tiempo de andlisis, para la

determinacién rutinaria de nitritos en aguas.
2 PARTE EXPERIMENTAL
2.1 Instrumentacion

En la Figura 1 se presenta el montaje del sistema en flujo continuo, con
deteccion espectrofotométrica utilizado en el presente trabajo para la
determinacién de nitrito en aguas. El sistema consiste basicamente en el
ensamblaje de accesorios y equipos comerciales. Consta de una bomba

peristaltica (P) Ismatec IPC de 8 canales, equipada con tubos de Tygon para la



propulsidon de las soluciones de muestras y reactivos, dos serpentines de
reaccion (R y R'), un termostato (B), dos celdas de flujo, CR y CT (Starna, 160
ul de volumen interno y 1 cm de paso 6ptico), y un detector (D). El sistema
incluye una valvula selectora de canales (V) que permite el paso selectivo de la

solucion de nitritos o de agua DI.

Las medidas de absorbancia se realizaron con un espectrofotdmetro de doble
haz Perkin Elmer, Modelo Lambda 20, equipado con fuentes de radiacion de
hidrogeno y tungsteno. El equipo se controla a través de un computador

personal mediante el software Uv WinLab para la serie lambda 2-40.

Como fuente de calentamiento se utilizé un bafno termdstato LAUDA, Ecoline

RE 106, con capacidad para controlar cambios de temperatura en = 0,1 °C.

', Referencia
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Figura 1 Diagrama esquematico del sistema de Analisis en Flujo Continuo utilizado en el
presente trabajo. P: Bomba peristaltica, V: Valvula selectora, C, v C'y. Portador Cay: Muestra (o

spluciones estandar); Cz, T’y Tionina

2.2 Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico y el agua utilizada fue
purificada en un sistema Milli-Q TOC (Millipore). En el resto del trabajo se hara

mencion de la misma como DI.



Se preparé una solucidn patrén de nitrito de 1000 mg I a partir de nitrito de
sodio (Analar) secado previamente en una estufa durante 5 horas a una
temperatura de 110 °C. Se pesaron 1,5148 g de NaNO,, los cuales fueron
disueltos y llevados a un volumen final de 1 litro con agua DI. A esta solucion
se le colocd 1 g de NaOH para prevenir la liberacion de acido nitroso y 1 ml de
cloroformo, grado espectroscopico, para prevenir el desarrollo bacterial. Las
soluciones estandar se prepararon diariamente por dilucién adecuada del stock

en agua DI.

Se preparo 1 litro de solucion de H,SO4 15 % (v/v) por dilucion adecuada de
acido sulfarico concentrado. Se prepararon 500 ml de una solucion 8.10-> M de
tionina (ACROS) en medio de H,SO4 1,5 % (v/v). Para esto se disolvieron
0,0105 g del reactivo en agua DI, se adicionaron 50 ml de acido sulfurico 15 %
(v/v), y finalmente se llevd a un volumen final de 500 ml. Esta solucién es
estable, bajo refrigeracion, durante una semana. Para los estudios de
optimizacién se prepararon soluciones con concentraciones de tionina y H,SO4

ad:cliedans @0 i0s requer miprios

Se prepararon 500 ml de una solucion 0,15 M de Bromato de potasio
disolviendo 12,525 g de KBrO; (Riedel-de Haen) en agua y llevando a aforo
hasta 500 ml con agua DI.

Las soluciones de trabajo se prepararon en forma diaria, por dilucion adecuada

de las soluciones descritas con anterioridad.
2.3 Tratamiento de las muestras

En este trabajo se analizaron muestras de aguas de rio provenientes de la
ciudad de Mérida (Albarregas y Chama), asi como de aguas servidas por
Aguas de Mérida. La toma y conservacion de las muestras se llevo a cabo
siguiendo el procedimiento descrito por Burguera y colaboradores ('®. Las
mismas fueron filtradas utilizando un filtro de membrana con tamano de poro de
0,45 um y conservadas en refrigeracion a una temperatura de 4°C. Las

muestras fueron analizadas en un tiempo maximo de 12 h después de su



recoleccion.
2.4 Procedimiento

Los reactivos y muestras fueron colocados a temperatura ambiente (25 + 1°C)
en sus respectivos canales como se indica en la Figura 1, bajo las condiciones
experimentales que se indican en la Tabla 1. Es importante destacar que el
disefio utilizado corresponde a un doble sistema de flujo que incorpora un
espectrofotometro de doble haz como detector, en el cual el recorrido del

blanco corresponde a una imagen especular del correspondiente a la muestra.

La duraciéon y funcibn de cada una de las etapas involucradas en el
procedimiento propuesto se detallan en la Tabla 2. La bomba peristaltica (P),
se mantiene encendida durante todo el analisis para propulsar de forma
continua al agua DI (C4, C¢') y a las soluciones de tionina acida (C,, C,'), y de
bromato (Cs, Cs3'). El analisis se desarrolla en tres etapas: i) iniciacion del
sistema, ii) introducciéry de la mugstra (e€standar) i iii) adquisicion del espectro
ce Absorcén er Taba 7). En a etépa Hersivicincior, s2cmiv a elisistzitia
haciendo pasar en forma simultdned y sincronizada a la solucién acida de
tionina previamente mezclada con la solucion de BrOs - en Ry R', a través de
las celdas de trabajo y referencia. En esta etapa la valvula selectora de canales
hace pasar agua por el canal C4. Bajo esas condiciones se establece el
background del sistema y se toma el espectro real del blanco del sistema en
una modalidad continua en la region espectral comprendida entre 700 y 400
nm, utilizando una velocidad de barrido de 960 nm min.”". La duracion de esta

etapa de es aproximadamente 108 s.



Tabla 1 Condiciones de operacion del sistema

Parametros Valor

Espectrofotometro

Velocidad de barrido nm min” 960

Resolucion (nm']- o T 1 ]

Intervalo espectral (nm) 400- 700 )

Criterio de medida El valor absoluto de la absorbancia a 599 nm ¢ corregida
por una linea de base establecida entre 700 y 400 nm

Sistema de anilisis en flujo (AF)

Concentracion de bromato de potasio (canales C3 y C'3) 0,06 M

Caudal del reactivo bromato de potasio (Cs, C'3) 1,3 ml min"
Concentracion de tionina (Canales C; y C';) 8 10°M

Concentracion de acido sulfirico en la Tionina 1,5 % (viv)

Caudal de la Tionina en H2804 (C2, C'2) 1,3 ml min” o
Caudal de muestra o estandar (Cy) 1,6 ml min™'

Caudal del portador, agua DI(C, y Cy) 1,6 ml min™'

Temperatura del bafio 32,5°C

Serpentines de reaccion (Ry R) 600 cm (0,8 mm d.i)

Tabla 2 Secuencias de operacion del sistema utilizado

______ Secuenc s/Funcidr . .. . [ |Tiemjo|Espectrifotametro | Py |

i

Igjsiagiprydel Wbtapia” R ) A LS, AllcalluJiica. \VA w
I-a Introduccion del poriaddr Bg e SR ON
I-b Definicion del background 195 Background ON
I-¢ Espectro del blanco 198 Scans ON
0 Etapa de limpieza ° 60 s --| ON
1 Llenado 10 r T P ON
2 Espectro de la muestra 19s Scans ON

* La iniciacion del sistema se realizada solo al comienzo de la sesion experimental
" Esta etapa solamente se realiza cuando se introduce al sistema una nueva muestra o soluciones esténdar

En la segunda etapa, V se activa pasa introducir la muestra (estandar) a través
del canal Cy, en el sistema. La muestra tarda cerca de 70 s en llegar a la celda;
sin embargo el tiempo de esta etapa se fijé en 80 s, con el fin de asegurar un
adecuado llenado del sistema y evitar de esa forma efectos de memoria. A
continuacion la muestra se mezcla con la solucién acida de tionina y la solucién
resultante se mezcla nuevamente con la solucion de bromato en el serpentin
de reaccion R, que esta sumergido en un bafio de agua cuya temperatura esta

controlada en 32,5 + 0,1 °C. De esta forma la reaccién de oxidacién de la



tionina por el ion bromato se ve catalizada por la presencia de los iones nitrito y
por el efecto térmico. Finalmente la solucion resultante fluye a través de la
celda de trabajo y va al drenaje. En este momento se activa el comando scans
del espectrofotometro (etapa 3) y se adquiere el espectro de absorcién por
triplicado entre 700 y 400 nm, a una velocidad de 960 nm min-". La adquisicién
de cada espectro requiere de 19 s. Por lo tanto, el tiempo necesario para el
analisis de una muestra por triplicado desde el momento en que se introduce al
sistema es de aproximadamente 2,3 minutos. Cuando se va a introducir una
nueva muestra (estandar) al sistema, se hace activa la valvula selectora y se
propulsa agua por el canal el por un periodo de 30 s (ver etapa 0, Tabla 2) con
el fin de limpiar el sistema y evitar problemas de memoria. En este punto, es
importante destacar nuevamente que en el sistema propuesto, el blanco hace
un recorrido equivalente, paralelo al de la muestra, lo cual garantiza que la
muestra y el blanco fluyen en forma sincronizada y simultanea a través de las
celdas de trabajo y referencia, respectivamente (ver Figura 1). Este disefo
experimental garantizaj que elr espectrc' de absarcidn que se obtiene, esté
cani=gide en tenpo real y en foring acesuada ol el graco de~dlidacidii (€ia

tionina producido por el bromato, en‘atsencia de nitrito.

La absorbancia a 599 nm de los espectros de absorcion obtenidos en el
sistema descrito, corregida mediante una linea de base establecida entre 700 y
400 nm, se evalua en estandares y muestras. Los datos obtenidos para las
muestras se interpolan en la curva de calibraciébn construida a partir de

estandares introducidos en el sistema en forma analoga a las muestras.



3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Estudios preliminares en "batch”. Espectros de absorciéon de los

reactivos

La tionina ha sido utilizada como un indicador redox ', asi como en la
determinacion de ciertos oxidantes como el Vanadio (V), Cromo (VI), etc. 8.
Se ha encontrado que algunos oxidantes como el iodato, el clorato y el
bromato, en presencia de trazas de nitritos, oxidan de forma irreversible a la
tionina en medio acido, siendo el producto de la reaccion incoloro. Por otra

parte, en ausencia de nitritos, la reaccién procede muy lentamente (13),

NH,*
Estructura de la Tionina

Lasexpericnelus ‘pretiningarea-celleva on aecabo ene"batch’, wtlizandC cedas
estandar de cuarzo de 1 cm de paso optico y con una velocidad de barrido de

960 nm min-', utilizando agua como referencia.

Inicialmente se estudiaron los espectros de absorcion de los diversos reactivos
involucrados en el sistema, asi como el efecto de la oxidacién de la tionina por
parte del bromato en presencia y en ausencia del ion nitrito. La tionina presenta
absorcion entre 650 y 425 nm (ver Figura 2a), con un maximo bien definido en
599 nm, y un hombro situado en 562 nm; mientras que las soluciones de
H>SO4, BrOs  y NO; son totalmente transparentes en la region espectral bajo
estudio. El producto de la oxidacion de la tionina no absorbe en esta region
espectral . Por su parte, en las Figuras 2b-e se muestra el efecto de la
oxidacion de la tionina por parte del bromato en ausencia de nitritos (Fig. 2b) y
en presencia de concentraciones crecientes de NO, entre 2 y 5 ug NO,™ I”! (Fig.
2c-e). Este efecto se manifiesta por una depresion del espectro de absorcion,

que es proporcional a la concentracién del i6n nitrito. Sin embargo, es



importante destacar que bajo las condiciones experimentales de trabajo se
produce la oxidacion de la tionina por parte del bromato aun en ausencia de

NO,", como se observa en la Figura 2b.

Para estas experiencias se adicionaron en forma manual y secuencial en un
aforado de 10 ml las soluciones de nitrito (para dar una concentracion final 0 y
5 ug I'") tionina acida y bromato, siguiendo el procedimiento descrito por Jiang y
colaboradores '®). Las soluciones fueron mantenidas durante 3 min en un bafio
de agua a 32,5 °C. Al cabo de ese tiempo la reaccidén de oxidacion de la tionina

fue detenida por adicién de 0,3-0,4 g de urea sdlida “'.

Es importante
destacar que el conteo del tiempo se comienza tras la adicion de la solucion de

bromato.

Los resultados obtenidos en estas experiencias preliminares indican
claramente que la reaccion de oxidacion de la tionina por parte del bromato, en
medio acido, se desarrolla a diferentes velocidades en presencia y ausencia de
nitgtosy Estawcondicior simpsand 'amecesi las=de un sistelna~an el quesias
concicicher expeimen.ales sean mey consciagas, y ensel Quaseresiiblezsa
como referencia una solucion de tionina oxidada exclusivamente por el

bromato.

T L] T 1
404 S0:0 & T
& [mm }

Figura 2 Espectro de absorcion de una solucién 8 10°M de tionina. Condiciones: a: en 1,5 % viv
Ha280y, b:en 1,5 % v/v H:504 v 0,06 M de KBrOs, c-e; en 1,5 % vwiv HeS0, v 0,06 M de KBrO;

y contentraciones variables de nitrito entre 2y 5 pg 1.



3.2 Estudios preliminares en el sistema de flujo

Los resultados iniciales en el sistema de flujo se realizaron utilizando agua en
la celda de referencia. Para este propésito se establecié el background y el
blanco del sistema haciendo pasar agua por todos los canales de los mddulos
de referencia y de trabajo (Ver Figura 1). A continuacion se hace pasar agua DI
y las soluciones de tionina acida y bromato por los canales Cq, C, y C3 del
modulo de trabajo, mientras se continua pasando agua DI por los canales Cq "
C,' y C3' del mdédulo de referencia y se establece el espectro de absorcion de
referencia de la tionina oxidada por el bromato (Ver Figura 3A-a). Finalmente
se activa la valvula de seleccién, se introduce en el sistema la solucion de
nitritos a través del canal CM y se adquiere el nuevo espectro de absorcién
(Ver Figura 3A-b). La Figura 3B-a presenta el espectro de absorcion obtenido
mediante espectroscopia substractiva (diferencia entre los espectros 3A-a y 3A-
b). Para validar el disefio experimental propuesto, se establecio inicialmente el
background y el blanco_del sistema haciendo pasar agua DI, solucion acida de
Joinaly dz2t biomato porflo. sénazss o v Cq, Gy Gy Cy fy[fCa
respectivamente. A conunuacion segnt.oauce Ia solucion de nitritos a través ael
canal CM, y se obtiene directamente el espectro corregido como se ilustra en la
Figura 3B-b. El espectro obtenido por este procedimiento corresponde a la
imagen especular del obtenido por espectroscopia substractiva. Entonces, los
espectros obtenidos por ambos procedimientos (Figuras 3B-a y 3B-b) son
idénticos, pero de signo contrario, lo cual establece la validez del sistema

propuesto.

El disefio experimental propuesto aporta diversas ventajas, entre las cuales
destacan: i) se obtiene directamente el espectro de absorcion corregido por la
oxidacién de la tionina producida por el bromato (en ausencia de nitritos), ii) la
correccion se hace en tiempo real, y iii) se corrigen directamente los efectos
que pueden generar pequefias fluctuaciones en parametros experimentales

como la temperatura, etc. en la absorcidn de soluciones de referencia y trabajo.
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Figura 3 Espectros de absorcién de la tionina. A: (a): Solucién de tionina acida
en presencia de bromato y (b): solucion de tionina acida en presencia de
bromato y una cantidad conocida de nitritos, utilizando agua en el moédulo de
referencia. B: (a) Espectro obtenido de la substraccion de A(a) y A(b). (b):
espectro que se obtiene cuando se hace pasar la tionina acidificada y el
breamato por.el moédulo da, refar:nciaa por 2l madiilo de trat aje.se hace pasar

le's iisrzag/soiiciones hers anresans ia de ritriid.
3.3 Criterio de medida

Existen diversos criterios de medida que pueden ser utilizados, como son: la
absorbancia a 599 nm corregida por varias lineas de base, el area integrada,
etc. Sin embargo, en el presente trabajo, el criterio de medida seleccionado fue
el valor absoluto de la absorbancia a 599 nm, obtenida a partir del espectro de

absorcion, corregida por una linea de base establecida entre 700 y 400 nm.
3.4 Optimizacioén de las condiciones de operacion

Inicialmente se probaron diversos montajes y relaciones de flujos con el objeto
de seleccionar la mejor configuracion para el sistema de analisis propuesto. El
ensamblaje que se muestra en la Figura 1, produjo el mejor compromiso entre

la sefial analitica, la reproducibilidad y el tiempo de analisis.

En el sistema propuesto, existen diversos parametros instrumentales, de la



reaccion quimica y del sistema de flujo que deben ser optimizados. La
concentracion de los diversos reactivos, la longitud de los serpentines de
reaccion y la temperatura fueron optimizados por el método univariado,
mientras que los parametros instrumentales y el caudal de los diversos canales
fueron seleccionados en base a experiencias previas desarrolladas en nuestro
laboratorio (Ver Tabla 1). Sin embargo, tras cada optimizacion se cheque? la
validez de los parametros previamente seleccionados. Todas estas

experiencias se llevaron a cabo con una solucién de 4 pg NO,'1™.
3.5 Seleccion de los parametros instrumentales

Con respecto a los parametros instrumentales, se fijo el intervalo espectral en
700-400 nm, ya que define completamente el espectro de absorcion de la
tionina (ver Figura 2a). Por otra parte, experiencias previas desarrolladas en
nuestro laboratorio sobre la adquisicion de espectros de absorcion en sistemas
de flujo con deteccién espectrofotométrica en modo continuo '*#" indican que
'a pelpridadice harido Henesmilyspsea infl repeia obre lagcilicad delyespesio
Q2 eosc.ciin. Lnizste pumoed ilnper artesdastacarsglaal 2spactra fatomatsd
Perkin Elmer, Lambda 20, fija automaticamente la resolucién en 1 nm,
independientemente de la velocidad de barrido seleccionada. Sobre la base de
estos resultados se fijo la velocidad de barrido en 960 nm min-", con el objeto

de minimizar el consumo de reactivos y el tiempo de analisis.

3.6 Optimizacion de los parametros relacionados con las reacciones

quimicas

Esta bien establecido en la literatura, que la oxidacion de la tionina en medio
acido por parte del ion bromato es una reaccion lenta, y es acelerada por la
presencia de trazas de nitrito. Sin embargo, la reaccion de oxidacién procede

en cierta extension, aun en ausencia de nitritos.

La reaccién de oxidacion de la tionina, y por lo tanto la disminuciéon en la
absorcion de la misma esta fuertemente influenciada por la concentracion de

los diversos reactivos involucrados en el sistema (tionina, H,SO4, NO;', BrO3’)



asi como con el tiempo de medida. Este ultimo parametro se relaciona
directamente con el tiempo de residencia, el cual depende de la longitud de los

serpentines de reaccion y con la velocidad de flujo de los diversos canales.

Inicialmente se estudid el efecto de la concentracion de tionina sobre la
sensibilidad del sistema. La Figura 4A muestra el efecto de la concentracion de
tionina en el intervalo comprendido entre 1.10° y 1.10* M sobre la sefal
analitica de la solucion bajo estudio. Los resultados indican que la sefial
analitica se incrementa con la concentracion de tionina; sin embargo, para
concentraciones superiores a 8.10° M se observa la formacion de un
precipitado. Sobre la base de estos resultados se seleccioné un concentracion
de 8.1 0° M para el resto del trabajo, que coincide con la concentracion de
tionina seleccionada por Jiang y colaboradores %),

La reaccion de oxidacion por parte del ion bromato requiere de un medio acido.
Por otra parte, esta bien establecido en la literatura que el efecto catalitico por
narte 4= |as ienes npitrit¢ s=tambic npestd af2c:adeno  la acidez dalmedin, siendo

(3asucifror @ elictonde

el pli 6tir‘o ifefiorsa . \lisng yuollebirddolel
diversos acidos como HC1, H3PO4 y H,SO4 sobre la oxidacién de la tionina por
el bromato de potasio, encontrando los mejores resultados con el uso de acido
sulfurico. En el presente trabajo, el acido se incorporé directamente en la
solucién de tionina '), Sobre la base de esta informacién, se estudié el efecto
de la concentracion de H,SO4 en la solucidon de tionina en el intervalo de 0 a
2,0 % (v/v) sobre la sefial analitica de la solucion de referencia. Los resultados
encontrados que se presentan en la Figura 4B, muestran que la sefal crece
con la concentracién de acido, alcanzando un maximo definido a una
concentracion de 1,5 % (v/v). Para concentraciones de acido sulfurico
superiores, la sefial analitica (| Ac|) disminuye drasticamente, lo que indica que
bajo esas condiciones experimentales, la oxidacion de la tionina por parte del
bromato en ausencia de nitritos (Ao), es superior a la oxidacion que se produce
en presenciadel ion NO2 (A), lo que se traduce en una disminucién de la

sensibilidad del sistema.
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Figura 4 A: Efecto de la concentracién de tionina sobre la sensibilidad. Condiciones KBr0s 0,06
M; Hz504 1,5 % v/v y temperatura 32,5 °C. B: Efecto de la concentracion de acido sulfiirico
sobre la sefial analitica de una solucion de 4 pg de NO;” L™ .Condiciones: [tionina] 8 107 M,
KBrO; 0,06 M y temperatura 32,5 °C.

La concentracion del ion bromatores un parametropcritico engel sistema, ya que
€s 2l egsnelaxdante y en cierta forine es=:lique es:ajlpce la tehe e
referencia. El efecto de la concentracién de BrOs- en el intervalo de 0,025 a 0,1
M sobre la sefial analitica de la solucion de referencia se presenta en la Figura
5. La sefal crece fuertemente con la concentracion del oxidante, y alcanza un
maximo entre 0,055 y 0,065 M. Mayores incrementos en la concentracion
producen una pronunciada caida en la sefial analitica, lo que deprime la
sensibilidad del sistema. Sobre la base de estos resultados se selecciond una

concentracion de KBrO3 0,06 M para el resto del trabajo.
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Figura 5. Efecto de la concentracion de bromato de potasio sobre la sefial de absorbancia de una
solucion de 4 pg NOy "' . Condiciones [tionina] 8 10° M en H:S0, 1,5 % viv v temperatura 32,5
"C

La oxidacion de la tionina por el idn bromato, aun en presencia de nitritos es
lenta. Esta reaccion puede ser acelerada mediante una catalisis térmica "*" La
Figura 6, muestra el efecto de la temperatura del bafio de agua (ver Figura 1)
entre 27 y 36°C (ver_ Figura_1) sobre la sefial analitica. La absorbancia
coteyide avn elita rapidaménte ¢ofi la temperatura hasta alcanzir unmarimo
a 32,5 °C. Mayores incrementos enyes.e parametro deprimen la senal analitica
considerablemente, lo que indica claramente que la temperatura aumenta de
manera importante la velocidad de reaccion entre el bromato y la tionina. Sobre
la base de estos resultados se fij6 una temperatura de operacion de 32,5 °C

para el resto del trabajo.

e meE g e L e ——
I6 23 30 L 34 LLS
T#m parsiurs (°C6

Figura 6 Efecto de la temperatura sobre la respuesta instrumental que genera una solucion de 4

ng NOy L. Condiciones: KBrOx: 0,06 M; HaSOy 1,5 % wiv, [Tionina] 8 107° M



3.7 Optimizacion de los parametros del sistema de flujo

El efecto de la catalisis térmica esta directamente relacionada con el tiempo de
residencia, el cual esta definido por el caudal de los diversos canales, asi como

por la longitud del serpentin de reaccién (R).

Inicialmente se estudid el efecto de la longitud del serpentin de reaccién (Ry
R') en el intervalo de 0 a 1000 cm, que corresponde a un tiempo de residencia
de 0 a 143 s, sobre la senal analitica de nuestra solucion de referencia. Los
resultados encontrados, que se presentan en la Tabla 3, indican que la sehal
analitica se incrementa con la longitud del serpentin hasta los 600 cm, a partir
de lo cual mayores incrementos en este parametro se traducen en una
disminucién de la sensibilidad. Sobre la base de estos resultados se seleccioné

un valor de 600 cm para el resto del trabajo.

Tabla 3 Efecto de la longitud del serpentin de reaccion (R y R")

' B ]
S A fngited () L 8 0 0 E 0 | Seial andliucar L f £
L - 0,027% &0t [
100 0,050 + 0,001 1
200 _0,095+0,001 .
! 400 0,170+ 0,001
500 0,210 + 0,001
600 0,282 + 0,002 ]
800 0,115 + 0,002
1000 - 0,065 + 0,001

3.8 Caracteristicas analiticas del sistema

El sistema se caracterizé analiticamente bajo las condiciones experimentales
que se indican en la Tabla 1. La ecuacion de la curva de calibracion obtenida
con estandares de nitrito entre 0 y 8 ug NO,T" fue: IAl = -0,0069 + 0,07827
[NO2], con un coeficiente de regresion (r) de 0,9991; en donde A; representa la
absorbancia de las soluciones de trabajo a 599 nm corregida mediante una
linea de base establecida entre 700 y 400 nm y [NO] la concentracion de

nitritos expresada en pg L. El limite de deteccion (3 o) definido como 3 veces



la desviacion estandar del blanco fue de 0,2 ug r', mientras que el limite de
cuantificacién (10 o) fue de 0,6 pg ' La precision del sistema, expresada
mediante la desviacidén estandar relativa de 6 medidas independientes de una

solucion de 4 ug NO;™ I, fue de 1,9 %.
3.9 Estudios de recuperacion

Para esta experiencia se utilizaron muestras de aguas de rios de la zona;
fortalecidas con cantidades exactamente conocidas de nitrito dentro del
intervalo de trabajo. Las mismas fueron analizadas por triplicado y los
resultados obtenidos, que se presentan en la Tabla 4, fueron en todos los

casos cuantitativos (98-102 %).

Tabla 4 Estudios de recuperacion

E Muestra | [NO;] afadido pg L"_IJ_NDz'] encontrado pg L | Recuperacion (%) |
1 e < LD*
] F aVa Il 209 N 1R 7 /N
VVV VYV R JUNIJILCA] . NI SV
2 0 [w.  <LDY ]
1 0,98 o8
2 1,98 99

* LD: Limite de deteccion

3.10 Estudio de interferencias

Se estudid el potencial efecto interferente de mas de 40 especies anidnicas y
cationicas que pueden estar presentes en las muestras de agua. El limite de
tolerancia se definié como la maxima cantidad de interferente cuyo efecto sobre
la sefial analitica de una solucion de 4 ng NO,-fuese inferior a £ 5 %. Los
resultados obtenidos muestran que el método presenta una muy elevada
tolerancia a grandes cantidades de cationes metalicos alcalinos y
alcalinotérreos, asi como a diversos aniones comunes en muestras de aguas.
De igual forma muestra una gran tolerancia a especies nitrogenadas como el
amo ni o y los nitratos. Especies como CO*, Ti**, Hg** , Br y CN son tolerados

en una relacién M inerefente/M nirito 50: 1, mientras que el Fe**, Fe**, Mn?*, Ag*



muestran su efecto interferente a partir de una relacién 200:1. Cationes como el

Cr**, Zn** Cd** AP** y Hg™ no muestran ninguin efecto sobre la sefial analitica

aun en relaciones superiores a 1000: 1

Los aniones I"y S son los mayores interferentes, siendo su limite de tolerancia

de 50 ng ml". El efecto interferente de los yoduros se puede eliminar por

adicion de Hg+2, mientras que los sulfuros pueden ser eliminados bajo la forma

de HyS. Los cloruros, que estan presentes en aguas potables interfieren

cuando estan presentes en una concentracion superior a 3 mg I”'. Por esta

razon deben ser eliminados cuando se analizan este tipo de aguas.

Tabla 5 Comparacion de las figuras de merito de algunos métodos basados en la reaccion de

Griess para la determinacion de nitritos en aguas.

5

| Muestra Volumen Intervalo Limite de CV | Frecuencia | Ref.
de Dindmico deteccidn de andlisis
muestra 1 -1 (%) i
(pg NO: I') (ng NO; 1) (h™)
W |
N JAevadi riar (¥ 16 -1 5 2.3 1 30 22
= AWEEE i VEAE L LEED ECTE I ED™ | N Sl 7
Apuas suporficiales v o 320071500 - 0,23 2 23
.. Subterrineas | | B AP TL (I N
Aguas de no - o= pl OG0 100 1.9 22 24
Agua de desecho 92 56 - 5000 200 1.1 6l 25
urbano
Aguas de lluvia, mar, 1 ml 13,4 - 160 5.9 4 15 7
1 y ient |
agos y cornentes lom |  o083-20 0.32 | 23 3 E ;

* Sistema de preconcentracién en linea. Para 1 ml de muesira el factor de preconcentracion fue 17 3: para 10 ml 170,



Tabla 6 Comparacion de figuras de merito de algunos métodos cinético con los obtenido en este

trabajo.
Muestra Especie orginica | Intervalo Limite de | CV | Frecuenciade | Ref
Dindmico Deteccion | (%) | analisis
(pg NO; I") | (ng NO 1YY | (h) |
| Aguas naturales Rojo Pirogalol 3-1000 1 [ 1,8 Manual 4
Alimentos y agua | Rojo Pirogalol 3-1500 I | 1.6 20 5
Aguas naturales Verdede B 2-200 0,3 2 50 8
Nnaftol - . _
Aguas de rio Pyridenc-2- 40 - 4000 1,5 Manual 9
aldehyde 2-
pvridvlhydrazone
Agua v productos Gallocyanina 10 = 2500 1 1,7 20 10
|___alimenticios -

Aguas Acido carminico 02-14 0.04 1.7 Manual 12
Aguas naturales Tionina 0,32-55,2 0,09 2,6 | Manual 13
Aguas naturales | Verde de B Naftol 2-200 0,5 2 30 14
Aguas naturales Tionina 0,6-% 0,2 1.9 21 "'

* Este trabajo
4 CONCLUSIONES

En_el presente trabajo se desa rollo.un mitoda cinético aulomatizado basado

er ‘el Wanmopieniznto | d2 T un | distiemal (e fujo L dia (conh  detection
espectrofotométrica para la determinacién de nitritos en aguas. Por otra parte,
a pesar de utilizar un doble sistema de flujo, el consumo de reactivos esta en el
mismo orden de otros desarrollos metodologicos que utilizan sistemas de
inyeccion en flujo con deteccion espectrofotométrica, debido a los bajos
caudales utilizados, asi como a la velocidad de barrido seleccionada. Sin
embargo, la incorporacién en el sistema de un detector de arreglo de diodos,
permitiria disminuir el consumo de reactivos en una proporcion realmente

importante y atractiva.

El disefio experimental propuesto, permite la adquisicion directa y en tiempo
real del espectro de absorcidon corregido por el grado de oxidacion producido
por el bromato en ausencia de nitritos, lo cual representa una ventaja atractiva
frente a otros desarrollos metodologicos propuestos en la literatura.
Adicionalmente, el disponer del espectro de absorcion corregido, abre un

abanico de posibilidades en la seleccion del criterio de medida como son el uso



de la espectroscopia derivativa, o el uso de areas integradas, que podrian

incrementar la sensibilidad del sistema.

La sensibilidad del método es superior a la que ofrecen los desarrollos
metodolégicos que se fundamentan en la reaccion de Griess, e incluso
compiten abiertamente con algunos métodos que incorporan etapas de
preconcentracion, como se indican en la Tabla 5. Por otra parte, las figuras de
mérito obtenidas son comparables a las reportadas para otros métodos

cinéticos, como se observa en la Tabla 6.

La simplicidad del método, asi como las figuras de mérito que presenta, lo
hacen adecuado para el analisis rutinario de nitritos en aguas. Adicionalmente,
con algunas modificaciones podria ser la base para la determinacion
secuencial de nitritos y nitratos en agua, mediante la incorporacion de un

sistema reductor en la configuracion propuesta.
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CAPITULO 5

LA GENERACION DE FASES GAS:OSAS EN LINEA CON DETECCION
POR ESPECTROMETRIA INFRARROJA DE TRANSFORMADA DE
FOURIER (IR-TF). UNA NUEVA y PODEROSA TECNICA ANALITICA



RESUMEN

En el presente trabajo se hace una revisién critica de los trabajos que han
aparecido en la literatura especializada sobre la generacion de fases gaseosas
en linea, y su determinacion via espectrometria infrarroja de transformada de
Fourier (IR-TF) Se revisan diversos procedimientos analiticos reportados para
la determinacion de alcoholes y carbonatos en varias matrices, mezclas de
tolueno, benceno y metil, ter-butil éter en gasolinas, y acetato de butilo, tolueno
y metil etil cetona en solventes comerciales para pintura; cuyas figuras de
mérito son adecuadas para las aplicaciones propuestas En todos los casos, los
resultados que se reportan muestran una buena coincidencia con aquellos
obtenidos mediante métodos de referencia. También se revisa el desarrollo
reciente del acoplamiento del analisis en flujo con generacién de hidruros y
deteccion por IR-TF para la determinacion individual y simultanea de antimonio,
arseénico y estafo, asi como algunas aplicaciones propuestas para esta técnica.
Todo esto con vistas a mostrar la real potencialidad analitica que presenta la
Bcnica dis g21eagon ce Tages| Jes:0sas con‘de e cidr pc - e spectromiztraliRy:
TF.



1 INTRODUCCION

La espectroscopia de absorcion infrarroja en la modalidad de transmision, tuvo
su gran auge y desarrollo en el ambito del andlisis quimico cualitativo y
particularmente bajo la 6ptica de los quimicos organicos. Es una técnica
instrumental que se ha caracterizado, y se caracteriza, por ser una poderosa
herramienta para la identificacion de grupos funcionales, y en general, para la
elucidaciéon de estructuras moleculares (V. Sin embargo, existen al menos 4
factores que han abierto las puertas de la espectrometria infrarroja al campo
del analisis quimico cuantitativo: i) la aparicion en el mercado de los
espectrometros infrarrojos de transformada de Fourier (IR-TF), que incorporan
las conocidas ventajas de Connes, Fellgett y Jacquinot 4, ii) la aparicion en el
mercado de nuevos materiales transparentes a la radiacidon infrarroja
totalmente inertes al agua, iii) la comercializacién de nuevas celdas, incluyendo
celdas para ser utilizadas en sistemas de flujo, asi como celdas de multiples
reflexiones que permiten trabajar con grandes pasos opticos en fase gaseosa y
w)la ncurporatidh de eutd tectida hstrimenial por: pete de los u/micos
analiticos. Como consecuencia de est', a partr de los anos 9U; se na visto un
crecimiento importante en el numero de trabajos publicados en las revistas ma8
relevantes de la quimica analitica, en los que esta involucrada la

instrumentacion IR-TF.

La espectrometria IR-TF es una técnica analitica simple y rapida, que
proporciona valiosa informacion cuantitativa acerca de la composicion de las
muestras y de los efluentes cromatograficos ® En general la espectrometria
infrarroja se puede utilizar en muestras liquidas, sdélidas y gaseosas. Sin
embargo, el uso del IR-TF dentro del analisis cuantitativo presenta diversos
inconvenientes. El analisis de liquidos o de muestras disueltas requiere la
utilizacién de celdas con un paso 6ptico conocido, generalmente muy pequefio,
y la seleccion previa de un solvente adecuado. Por lo general las limitaciones
que imponen los solventes, los pasos Opticos utilizados, asi como la
transparencia e inercia quimica de los materiales de las ventanas de las celdas

limita la aplicacion de esta técnica dentro del analisis cuantitativo. Esta



situacion es particularmente critica cuando se trabaja en sistemas acuosos, en
donde las zonas de transparencia son limitadas y los pasos 6pticos requeridos
inferiores en muchos casos a 0,05 mm ©”). En fase sdlida, el uso y preparacion
de las pastillas con haluros alcalinos es laborioso y consume un tiempo
importante. Ademas, se requiere la incorporacion de un estandar interno para
lograr que las medidas obtenidas sean independientes del paso O6ptico. En
contraste, la fase gaseosa es muy adecuada para realizar determinaciones por
espectrometria infrarroja® debido a varios factores, entre ellos: i) la
transparencia de los gases (los gases monoatémicos, asi como los diatdmicos
homonucleares son inactivos en el IR), ii) la sefal de fondo (background) de
estos sistemas es muy baja, y iii) las celdas gaseosas de reflexiones multiples,
ofrecen la posibilidad de trabajar con grandes pasos Opticos (varios metros),
que proporcionan buenas sensibilidades. Por estas razones, la espectrometria
IR ha sido muy utilizada como forma de deteccion en cromatografia de gases
89 v tambien para el analisis de muestra pirolizadas %'

cnlosalhimos @ilos hat parsaidc €n 1 terawur: tna <eri: € trzbajos, /2 1os
cuales se volatliza en 1orma selectiva, al analio, o los analitos presentes enia
muestra, y la fase gaseosa generada se analiza por espectrometria IR-TF.
Todos estos trabajos utilizan sistemas de analisis por inyeccién en flujo, en los
cuales la fase gaseosa se genera en linea. Esta metodologia ha sido aplicada a
la determinacion de etanol en muestras de cloroformo estabilizadas con el

12)

alcohol ®, en bebidas alcohdlicas ' y en sangre; ® a la resolucién de

mezclas de alcoholes (etanol y metanol) en bebidas alcohdlicas y productos

cosméticos '*1°) al analisis simultdneo de benceno, tolueno y metil, ter-butil

(1®) v de acetato de etilo, tolueno y metil-etil cetona en

(7

eter en gasolinas
solventes comerciales de pinturas También ha sido utilizada para la
determinacién de carbonatos en aguas (18,19), sedimentos y apatitas

carbonatadas 22",

En estos trabajos, las prestaciones analiticas de las
metodologias propuestas compiten abiertamente con las correspondientes a

los diversos métodos de referencia utilizados.

Recientemente, Gallignani y colaboradores desarrollaron el acoplamiento del



analisis en flujo con la generacién de hidruros, utilizando la espectrometria IR-
TF como forma de deteccion ?>23) En este trabajo preliminar se describe la
determinacion individual y simultanea del antimonio, arsénico y estafo,
mediante la generacion de la estibina (SbH3), la arsina (AsHs) y el estannano
(SnH4). Estos investigadores, también realizaron un desarrollo metodolégico
basado en el acoplamiento mencionado, para la determinacion de antimonio en

muestras farmaceéuticas (glucantime), obteniendo resultados precisos y exactos
(22,24)

El principal objetivo del presente trabajo es hacer una revision critica de las
diversas aplicaciones que han aparecido en la literatura especializada en los
ultimos anos, sobre la generacién de fases gaseosas y su deteccion via IR-TF,

y mostrar con ello la real potencialidad que tiene esta técnica analitica.
2 CONSIDERACIONES GENERALES-PRECEDENTES

En el ano 1995, el grupo defNiguel @egla Guardia, Salrador Garrigues y
cgieboralderas fcs la Universiclalide \azncia [zspeha’ |usihc)d un, fre jaju
titulado "Vapour generation Fourier=iransform infrared spectrometry. A new
analytical technique" ® En este trabajo se propone una nueva técnica para la
introduccion directa de las muestras en el analisis espectrométrico por IR-TF.
La técnica se fundamenta en la introduccion de un volumen discreto de
muestra dentro de un reactor de volatilizacion calentado eléctricamente, en
donde se volatiliza(n) "selectivamente" el (los) compuesto(s) que se desea(n)
analizar. EI montaje experimental (Ver Fig. 1) consiste en un sistema simple de
analisis por inyeccion en flujo (AlF) de un solo canal en el cual se genera en
linea una fase gaseosa; y que utiliza a la espectrometria IR-TF como forma de
deteccion (AIF-GFG-IRTF). El sistema utiliza un canal con un portador gaseoso
(N2), e incorpora un reactor de volatilizacion de vidrio pyrex con un volumen
interno de 2,5 ml, dentro del cual se inyectan las muestras (estandares) a
través de un septum. La temperatura dentro del reactor se controla mediante
una termocupla, y todo el sistema de calentamiento se opera mediante un

controlador de calentamiento eléctrico externo. La fase gaseosa que se genera,



se transporta mediante un gas de arrastre dentro de una celda de gases IR, en
donde se registran los espectros IR-TF (2000 - 600 cm-') como una funcién del
tiempo. En este trabajo se utilizd una celda de gases de reflexiones multiples
Wilmad, Modelo 3.2, equipada con ventanas de KBr, la cual esta alineada en
forma permanente. La celda presenta un volumen interno de 100 ml y un paso

optico de 3,2 metros.

Cormente de
o Mierdgeno
o Repuladir ghéctrico
de temperabura
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cigura, 1 Diag ama  ¢squeimcticof avl s stéma prop e tc el anglisis Fpcr
inyeccion en fiujogerieracion “de iase  gaseosa y especironieuia irfrairoja“de
transformada de Fourier (AIF-GFG-IRTF) para la determinacién de etanol en
diversas matrices, mezclas de benceno, tolueno y MTBE en gasolinas, y
mezclas de tolueno, acetato de butilo, y metil etil cetona en solventes para

pinturas.

La metodologia propuesta se utilizé para la determinaciéon de etanol en
muestras de cloroformo estabilizadas con este alcohol, bajo las siguientes
condiciones experimentales: volumen de inyeccion = 25 ul, temperatura del
reactor = 90°C, resolucion = 8 cm-", y flujo de N, = 410 ml min.-' La Figura 2A
muestra los espectros IR-TF en fase gaseosa del cloroformo y el etanol puros
(Fig. 2A-a), asi como el correspondiente a una solucién de CHCI3, estabilizada
con 1 % (v/v) del alcohol (Fig. 2A-b). Las bandas analiticas seleccionadas para
el etanol y el CHCIs fueron las de 1066 cm-" y 931 cm™ respectivamente. El
criterio de medida utilizado fue el cociente entre las absorbancias de las

bandas de 1066 cm-' y 931 cm-", corregidas ambas por la absorbancia a 835



cm™. También se estudié como criterio de medida el uso del cociente entre los
valores de la primera derivada de los espectros en las bandas mencionadas.
Los autores indican que el uso del cociente como forma de calibracion, produce
resultados mas exactos y precisos que los que se obtienen mediante el uso de
la calibracién clasica directa con las absorbancias corregidas. El trabajo
presenta un estudio sistematico del efecto de diversos parametros
experimentales como son la temperatura del reactor, el volumen de inyeccion,
la resolucion y el flujo de Nitrogeno sobre la sensibilidad y precisién de las
medidas analiticas. Las caracteristicas analiticas del sistema propuesto
obtenidas bajo las condiciones O6ptimas de trabajo indicadas, resultan
adecuadas para la aplicacion propuesta (Ver Tabla 1A). El método propuesto
se utilizé para el analisis de cinco muestras comerciales de CHCI; estabilizadas
con 1 % (v/v) de etanol, y los resultados encontrados, que oscilan entre 1,01
0,02 y 1,29 = 0,05, no difieren significativamente con aquellos obtenidos

mediante un procedimiento de referencia (AIF-NIR).

A Lardn ce f2ste trabaje pieiimine el grup o de Valencia e real zade, nudvas
contribuciones, aplicando la metodoicgia propuesta a diversas matrices. £n
este punto, es importante destacar que en los sistemas AIF que se van a
discutir a lo largo del presente trabajo, inicialmente se registran los espectros
como una funcién del tiempo. A continuacion, sobre la base de la informacién
adquirida, se definen los picos AlIF (FIAgramas o quemigramas). Esto se logra
definiendo un criterio para la medida instrumental, que puede ser la
absorbancia a cierto numero de onda, la absorbancia del maximo con
correccion por linea de base, el area integrada en cierto intervalo espectral, etc.
En este punto, se toma la medida instrumental definida, en cada espectro
adquirido, y se registra como una funcién del tiempo. Esto se logra mediante el
uso de softwares adecuados. En el presente trabajo no se discute este ultimo
topico; sino que se hace hincapié en el criterio de medida instrumental

seleccionado.



3 LA DETERMINACION DE ALCOHOLES (ETANOL y METANOL)

En esta seccion se describirdan algunos trabajos en los que se aborda la
determinacién de alcoholes (etanol y metanol), en forma individual (etanol), o
en mezclas en matrices como bebidas alcohdlicas, sangre y productos

cosmeéticos.

Amparo Pérez-Ponce y colaboradores (12) proponen un procedimiento simple
para la determinacién de etanol en bebidas alcohdlicas en un montaje similar al
descrito en la seccion anterior (Ver Fig. 1). El método se basa en la inyeccion
de un volumen discreto de muestra (1 ul) dentro del reactor, que se mantiene a
una temperatura de 80-100 °C. Bajo estas condiciones el etanol es volatilizado
e introducido en la celda de gases mediante un flujo de nitrégeno de 300 ml
min.-", trabajando a una resolucién de 8 cm™. La celda de gases es la misma
descrita en la seccidn anterior, pero en esta ocasion equipada con ventanas de
ZnSe. La Figura 2B-a presenta los espectros IR-TF en fase gaseosa obtenidos

\

2np2l sistamaspropuest el ag 12 () Wi ¢ > wive, solucinon e etanol 10 % Lo
€. egue (). "zlfetanceriiueelialung’ serics dofDancasspotendiaimente uties,
entre las cuales los autores seleccionaron con fines analiticos la banda de 1050
cm-l. Por su parte, la Figura 2B-b muestra el comportamiento de esta banda en
una solucion acuosa de etanol al 10 % (v/v), asi como en muestras de vino y
cervezas. La medida instrumental que se utilizé fue la absorbancia integrada
entre 1150 y 950 cm™. Las figuras de mérito obtenidas para cada una de esas
calibraciones se resumen en la Tabla 1 A. El método descrito esta libre de
interferencias por parte del vapor de agua y de los azucares presentes en las
muestras. La metodologia propuesta se utilizé para determinar el contenido de
etanol en muestras de ron (40,1 + 0,8), whisky (42,7 + 0,6 % (v/v)), sidra (4,11
+ 0,09 - 4,28 + 0,04 % (v/v)), cervezas (5,45 + 0,07 - 7,31 £ 0,09 % (v/v)),
cervezas con bajo contenido alcohdlico (0,57 £ 0,04 - 0,626 + 0,006 % (v)),
cervezas sin alcohol (0,00 £ 0,03 - 0,168 £ 0,007 % (v/v)), y vinos (10,22 £+ 0,03
- 23,01 £ 0,05 % (v/v)); y los resultados obtenidos presentan una buena
concordancia con los obtenidos por diversos métodos de referencia

establecidos (NIR-IR y procedimientos picnométricos).



El mismo disefio experimental fue utilizado para la determinacion de etanol en
sangre completa y en suero sanguineo (13 En este caso se utilizé un volumen
de inyeccion de 10 pl, la temperatura del reactor se mantuvo en 90°C, el flujo
de N; se fijo6 en 400 ml min. " y la resolucién nominal en 8 cm™. En la Figura
2C se presentan los espectros IR-TF obtenidos a partir de sangre, completa en
ausencia (Fig. 2C-a) y presencia (Fig. 2C-b) del alcohol. En esta ultima se
observa con claridad la aparicion de la banda caracteristica de etanol en 1050
cm-" la cual se utiliza para su cuantificacién utilizando el mismo criterio descrito
en la aplicacion anterior. El intervalo de trabajo, la ecuacién que describe a la
curva de calibracion, el limite de deteccion, asi como la precision del método
propuesto se presentan en la Tabla 1 A. EI método se probé en muestras
reales de sangre completa, naturales y fortalecidas con etanol, con un
contenido de etanol comprendido entre 0 y 1,2 g I-'. La exactitud de los

resultados obtenidos no fue evaluada.

J.M. Garrigues y colaboradores, ' propanen un método, utilizando el montaje
previanete ceseriio, para i deterinac 61 sime lthinea de € anolly metahdien
muestras de bebidas alcoholicas ¥ _r. oductos cosméticos. En este caso se
utiliza un volumen de inyeccion de 1 ul, una temperatura de operaciéon del
reactor de 80°C, un flujo de nitrégeno de 300 ml min.-', una resolucién nominal

de 8 cm '

, 'y el espectro IR-TF se registra en el intervalo comprendido entre
2000 y 700 cm™. El espectro IR-TF en fase gaseosa de soluciones acuosas de
etanol y metanol al 10 % (v/v), asi como de soluciones acuosas de: etanol 5 %
(v/v), metanol 1 % (v/v) , y una mezcla de ambos en concentraciones del 5 % y
1 % (vlv), respectivamente (Ver Figura 3) muestra dos absorciones
caracteristicas del etanol en 1050 y 880 cm-', y una absorcién simple del
metanol a 1030 cm-1. El criterio de medida seleccionado fue la absorbancia
integrada en los intervalos de 1025 - 950 cm-' y 950-820 cm-1. La primera
corresponde a la contribucién de ambos alcoholes, mientras que la segunda se
correlaciona estrictamente con la concentracion de etanol. Por lo tanto, la
resolucion del sistema requiere el uso de ecuaciones, las cuales se resumen en

la Tabla 1B. La acetona, el 1-propanol, el 2-propanol y el acetato de etilo, no



interfieren en la determinacidon en concentraciones equivalentes a la del
metanol. El método propuesto fue utilizado para la determinacién de etanol y
metanol en muestras de tequila yagua de colonia (eau du cologne) fortalecidas
con metanol. Estas muestras presentaron un contendido de etanol cercano al
49 y 38 % (v/v), respectivamente. Por su parte, el nivel de metanol afiadido en
ambos casos se vario entre 0,35y 3,38 % (v/v), siendo su evaluacion en todos

los casos satisfactorios.

Los resultados encontrados para el etanol presentaron una buena coincidencia
con los obtenidos a través de procedimientos de referencia, mientras que la
exactitud en los valores del metanol se evalu6 mediante estudios de

recuperacion.

Por su parte, Amparo Pérez-Ponce y colaboradores (" realizaron el mismo
estudio pero utilizando PLS (partial least squares)-IRTF para el analisis de la
fase gaseosa generada. Se utilizaron diversos sels de estandares y diferentes
intervalospde numeros Yewonga para=la ealbracior Los mejoreswresultados{al
nearor Cres an redicoidn)tssl cotwd s ronsanpartr dewwd Befas esténdares
integrado por soluciones acuosas de etanol (2,5 — 22,5% v/v) y de metanol (0,5
- 3,5 % viv).
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Figura 2 Espectros IR-TF en fase gaseosa de etanol en diversas matrices. (A)
Etanol en cloroformo, (a) etanol puro (-----) y cloroformo puro (—), (b) solucién
1 % (v/v) de etanol en cloroformo. (B) Etanol en bebidas alcohdlicas, (a) agua
(trazado discontinuo) y solucién de etanol al 10 % (v/v) en agua (trazo
continuo), (b) expansién de la banda de 1050 cm-' correspondiente a: una
solucién de etanol al 10 % (v/v) en agua (--), vino (—), cerveza (~). (C) Etanol
en sangre: (a) muestra de sangre sin etanol, (b) muestra de sangre fortalecida
con 1,2 g I'" de etanol. La condiciones experimentales de cada aplicacion se

indican en el texto y en la Tabla 1A.
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Figura 3 Espectro IR-TF en fase gaseosa de etanol, metanol y mezcla de ellos.
(a) soluciones acuosas al 10 % (v/v) de etanol (-----) y metanol (—). (b) solucién
acuosa de 5 % (v/v) de etanol, (c) solucién acuosa 1 % (v/v) de metanol, y (d)
solucion acuosa de etanol 5 % (v/v) y metanol 1 % (v/v). Las condiciones

experimentales se indican en el texto y en la Tabla 1B.



LB § = UOIINOSYY | LR W OOF = Mol “), 08 =

O

| = s euawundxs sauoipuns sauindis sup oftg uoimango

25 f{ [ TIQT L U] uB STILSEIR OJLHW op SEIndl se gy ) UGIDROUSOUGD 3D o BUN 3P SIO0RTILLSEP u ap jued e ususngge a5 onb {y3q) e
JEPUTISS UGIITIASIP B O (5) JEPURISS UORIBIASIP ] INEIPIU BS20dXD 25 STURSIS.EOND 0P uisioand € ,, (04 sod SEASINW) SISTUE 5P EINDANLY

A gy (DF) UOIINP P AU O]y, UPIITFALI0D IP UMY (1), Quﬂi EjERp 2% uoiepde BpeEs ua eZin 25 anb (PN [EYIS B

=1
'z elno &9 £1°0 HWylrn'o T zer'ol + loso'o ® Ef.\ ¢t -5 . 6501 [OVERIN  moo mﬂmﬂqﬁaé
{ng'9) #0069 17°0 By[g00'0 F 010l + (0110 F $070s 0§ = 0Z - DE6-ST01  ouEg {mjnbay )
0g 9} £2000 69 v 9y [£o0'o ¥ Ze0'0 + [600'0 F £0°0 =)= 0% = 0F M O7g-056 Joumg sepigag
0'zs) TI0n 69 070 “yleroto F str'al + [€0'0 F to'n- um $'E-50 w DE6-STOT (oW 1oy 1ORTER I
0g's) o 69 €0 Txlro0'0 Fal10] « [£20 7 ££'0r)= 08 = 0g - DBGST01  1OUEE uod EpIaSTU)
(05 's) €00 69 0 “YlzoooF s1ol+ [i10F 9L (rl= 0% - 0f M O7R-066  JouEry  suBogod ap-neg
W0s1°r) FIO'D 69 c0'0 P l00nF esrol+ [FIODF FT £E=5'0 w DRGS0 [OUTR oy SEIZIS
(71 P o100 &9 £ T ls000'0 F €600l + (110707 1 §TE-$T - 0566701 NowEyg STpREap |
(€71 ‘Hh 61000 69 £0 Ay (200070 F tr20°0] + (9100 T = C'TE - 5T LB OTE-0S6  (oumg
() Gul (aaheg T Al vy ofequa] ugesiaup

T | i a1

ixy TPEIQIED 2P BAIND B] 3P WO ap o[EAIIIU] ap OEASIIU]  QOUOI]Y TLIVE]Y

o PO

SE3I[DYOIE SHPIaq ua [DUERIL L [DUE)D 3P SEPITARY SE

(T80 t=0% T'l'g90_ 0r (191700 %660 (18 3 soo ™™ eel0 =V (.| 3 z-0 [ 06 0l P D
(A% O 9=0) %9005 ¢ 900  6B66'0 D 00EL" a0z 1 D0E oor 1 $OUL -
(Aaeg 0'S's=u) SpI05 S 900 08680 DLLOLTD ="y §Tl=1 D0E ool 1 SEZIA )~
(yags O''c=u) %EIDS  §] 00 %8660 D 190°1 + S0k =Y §TI-1 D0g w1 STZAAE )
(Aasg DE'S=u) %OK0DS I 90’0 L6660 D PER0 @ =’y 0'0s-0Z D0g i I

(vasel g =u) 2 €969 Wad T0D £6660 D 9ER0 + 0000 = o grag
(AfA L] "5 e U) 85 O'p=L'C AT — oo £H6A0 D EER0 S EI00 WY s - ol [
(=) b (aja)ag (Y] (aahaq [ onw g} (D) E
P pd T 4 ugt oluey  iyolmgg g .
Wﬂ A SENIQYODE SEPIGA] *(0ULI0)0I0]3) SHUIAI0S U [OUENY 1V
W SIIUIRLL SESISAIR U [OUTE 3P UQIRUILLDI] | Eqe]

Ir

to-No Comparti

mien

C.C.Reconoc



4 EL ANALISIS DE SOLVENTES DE PINTURAS Y GASOLINAS

E. Lopez-Anreus y colaboradores '® sobre la base de experiencias previas de
ese grupo en la determinacion de benceno, tolueno y metil-ter-butil éter (MTBE)
en gasolinas ®*?®, desarrollaron un método para la determinacién simultanea
de estos componentes en gasolina utilizando la metodologia descrita. Para esta
aplicacion utilizan un volumen de inyeccion de 1 ul, una temperatura del reactor
de 90°C, un flujo de nitrédgeno de 400 ml min. ', una resolucién nominal de 8
cm-; y en esta ocasién utilizan la acumulacion de 2 scans para la adquisicion
de cada espectro. El espectro de referencia se obtiene para el flujo de N
indicado, mediante la acumulacion de 10 scans. El espectro IR-TF se registra
como funcién del tiempo en la region espectral comprendida entre 1600 y 500
cm-', y se utilizan las bandas de 673 cm-' (671-675), 729 cm.-' (727-731) y
1212 cm-" (1210-1214) para la cuantificacion del benceno, tolueno y MTBE,
respectivamente. Esto se ilustra en la Figura 4, en donde se presentan los
espectros obtenidos a, partir de. estandares de _benceno, tolueno y MTBE

prenaredss 2 Fexano, asigom) (e muestras co nisrcia es d¢ gashlina.

En el trabajo los autores discuten en forma critica la utilizacion de diversos
criterios de medida, asi como diferentes lineas de base para la correccion de la
absorbancia en los maximos de absorcion. Los limites de deteccion asi corno la
precision varian con el criterio de medida considerado. De esta forma los
limites de deteccién reportados varian entre 0,2 y 0,5 % (v/v) para el tolueno,
0,02 y 0,08 % (v/v) para el benceno y 0,05-0,06 % (v/v) para el MTBE. Por su
parte, la precisiéon (DER, n = 5) varia entre 0,5-1.9 %, 0,6-1,8 % y 0,8-1,8 %
para la determinacién en una muestra con un contenido de benceno, tolueno y
MTBE de 3 % (v/v), 9 % (v/v) y 4 % (v/v) respectivamente. Los resultados
obtenidos para muestras comerciales de gasolina con diversos contenidos de
benceno (2-3 % (v/v)), tolueno (7-13 % (v/v)) y MTBE (1-7 % (v/v)), muestran
una buena concordancia con los obtenidos mediante procedimientos

cromatograficos y por IR-TF en fase liquida.
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Figura 4 Espectros IR-TF en fase gaseosa de la gasolina y alguno de sus
componentes, (A): Componentes de la gasolina en hexano: (a) (-----) benceno 5
% (v/v) en hexano, (b) (—) tolueno 5 % (v/v) en hexano, (c) (") MTBE 5 %
(v/v) en hexano. Inserto: ampliacién de la region espectral comprendida entre
850 y 600 cm-": () solucion de benceno 5 % (v/v) en hexano, (—) solucidn
de tolueno 5 % (v/v) en hexano, (~) hexano puro. (B) Espectros de gasolinas
comerciales, Inserto: (—) gasolina sin plomo (con MTBE), (-----) gasolina con

plomo (sin MTBE). Las condiciones experimentales se indican en el texto.



En una nueva aplicacion (7) estos investigadores utilizan el procedimiento
general esbozado y el montaje experimental descrito para la determinacién
simultanea de acetato de butilo, tolueno y metil-etil-cetona (MEC) en solventes
de pinturas. En esta aplicacién, se inyectan 0,2 ul de la muestra en el reactor
de vidrio calentado a 80°C, y el flujo de nitrégeno utilizado fue de 415 ml min .
Los espectros IR-TF se tomaron en el intervalo comprendido entre 2000 y 500
cm-', acumulando dos sacns por cada espectro. Para este andlisis se
seleccionaron las bandas de 1072 cm-', 729 cm™ y 1172 cm-', para la
determinacién de acetato de butilo, tolueno y MEC, respectivamente (Ver Fig.

5).
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Figura 5 Espectros IR-TF en fase gaseosa de una muestra comercial de un
solvente de pinturas y de solventes puros. (A) Espectro de: (a) acetato de butilo
puro, (b) tolueno puro, y (c) MEC puro. (B) Espectro de una muestra comercial
de solvente para pinturas con un contenido en acetato de etilo, tolueno y MEK
de 28,2:32,5:39,3 % (v/v). Las condiciones experimentales se indican en la

Tabla 2 y en el texto.



Los autores proponen dos procedimientos para la resolucion de esta mezcla. El
primer procedimiento se fundamenta en la regresion univariada, preparando
curvas de calibracion simples para cada uno de los componentes. El criterio de
medida utilizado fue: (i) para el acetato de butilo se usé el area integrada entre
1074 y 1070 cm-", con una correccion por la linea de base establecida entre
1135 y 785 cm-', (ii) para el tolueno la integracion se realizé entre 731 y 727
cm-"y la linea de base de correccién entre 800 y 650 cm-', y (iii) para la MEC
se trabajoé con la integracion entre 1174 y 1170 cm-', con correccion por la
linea de base entre 1658 y 1135 cm™. Las curvas de calibracién se realizaron
inyectando diferentes volumenes (0 - 0,4 ml) de cada uno de los componentes
puros y los valores obtenidos en las muestras fueron interpolados en cada uno
de los calibrados individuales. Las figuras de mérito para cada una de las
calibraciones se presentan en la Tabla 2. En el segundo procedimiento, la
calibracion se realizé por PLS (partial least sqaures). En este caso se utilizaron
datos de absorbancia en el intervalo comprendido entre 2033 y 644 cm-' (360
puntos). Para la calibrazion se @titizé un grupo de T estandares preparados por
rizciaice los frog coniponicntes a divelses @Ui cntracioe s gicc metocol sgia
propuesta se utilizé para el analisis &€ muestras reales (solventes de pinturas)
y cinco (5) muestras sintéticas con contenidos diversos de acetato de butilo (O -
50 % (v/v)), tolueno (0 - 50,5 % (v/v)) y MEC (0 - 50,5 % (v/v), utilizando ambas
formas de calibracion, obteniéndose en todos los casos resultados

satisfactorios.

Tabla 2 Caracteristicas analiticas del sistema AIF-GFG-IRTF propuesto para la
determinacién de acetato de butilo, tolueno y metil-etil cetona en solventes de

pinturas



Precision ' | F©
DER (n, C) lh"}
! Acetato de Butito™™'|  0,05-035 |H=[0,05% 002] +[ 669+ 09V |0.9999 |14ug |0,5% (n=5) r 71

Intervalo de

—— PO
trabajo (ul) Ecuacidn - | LD

; Compuesto

| Tolueno ™ | 005-035 H=[0,33 % 003]+[167+0,100.V |0,9998 | 3pg [0.7% (n=35) T

| |

|

| Metil-etil Cetona '™ | 0,05-0,35 |H=[004% 002]+[6,16+009].V |09997 | 2pg [1.0% (n=35) i 71
' ' 1 l

"' La respuesta instrumental (H) utilizada para cada componenie s¢ describe en ¢l texto, mientras que V corresponde
al volumen de inyeccion, expresado en pl. ™ r Coeficiente de regresién. '™ Limite de deteccién, definido como 3a la
desviacion estandar del blanco. ' La precision del sistema se define por la desviacion estindar relativa obtenida a
partir de 5 medidas independicntes de cada componente puro (V; = 0,2 pl). ™' F: Frecuencia de andlisis (muestras por
hora). Condiciones experimentales: V= 0.2 pl, Thewmee™ 80 °C, Fyz= 415 ml min.', R =8 em”,

5 DETERMINACION DE CARBONATOS, BAJO LA FORMA DE CO;

En esta seccidn del trabajo se analizan algunos trabajos en los que se plantea
18,19 20
( ( )y

apatitas carbonatadas @) En este punto es importante comenzar describiendo

la determinacion de carbonatos en muestras de aguas ), sedimentos

las formas quimicas en que puede estar presente el carbonato en las muestras

naip egtugiorpsiicamo iteonip rtamiente ¢ = asgorsion e fa s piismas n2laiR

La Figura 6 presentan los espectros irR-TF en fase solida (pastillas de KBr) de
(a) NaHCOs3, (b) Na,COs, (c) MgCOs3 y (d) CaCOs, (e) un estandar de CaCOs;
preparado en NaCl, (f) un estandar de CaCO3; preparado en Ca3(PO4)2, (g) una
muestra de apatita carbonatada, y (h) una muestra de sedimento. El carbonato
presenta dos bandas bien definidas que corresponden a la vibracién C-O. La
primera de ellas, muy intensa, centrada en 1400 cm-'; y la segunda de
mediana intensidad en 870 cm'. Ambas bandas sufren pequefios
desplazamientos, dependiendo del cation presente en la sal, especialmente si
el espectro se toma en fase soélida (Ver Fig. 6-b, c, d). Por otra parte se
observan grandes desplazamientos cuando el CO3-? cambia a la forma RCOs-
(Ver Fig. 6a, b) desplazandose la banda de absorcién hasta 1350 cm-' %, Los
suelos y sedimentos naturales contienen una mezcla de carbonatos y
carbonatos acidos con diferentes cationes. Adicionalmente en este tipo de
muestras pueden estar presentes algunos aniones inorganicos como el silicato,

que presentan absorcion en la misma region espectral que los carbonatos (Ver



Fig. 6-h) 9. Por su parte, las apatitas carbonatadas son apatitas [Ca1o (POu4)e
(OH).] en las cuales algunos grupos fosfatos u hidroxilos han sido sustituidos
por carbonatos. El espectro IR de este tipo de apatitas, como el que se
presenta en la Figura 6-g, muestra una absorcién entre 1427 y 1454 cm-',
caracteristica del strech asimétrico del carbonato V.

Por su parte, la Figura 7A muestra los espectros IRTF en fase liquida obtenidos
a partir de: (a) una soluciéon de Na,CO3; con una concentracion equivalente en
RCOs- de 1000 mg I-', (b) una solucién de NaHCOs de la misma concentracion,
(c) un agua mineral, y (d) blanco del sistema (agua). Es evidente que en las
ultimas dos soluciones se encuentran los dos iones en equilibrio (CO3 = + H" —
RCOs-), el cual depende en ultima instancia del pH de la solucién. Al igual que
en el espectro en fase sdlida, el carbonato muestra su absorcion caracteristica
en 1400 cm-" (Ver Fig. 7 A-a); la cual sufre de un desplazamiento hipocrémico
e hipsocrémico hasta 1350 cm-' al disminuir el pH de la solucion (Ver Fig. 7A-
b), debido a la protonacion del ion carbonato observara. una banda cuya
pozicon [Lebenizra de la conpril uCion e ambas especey, ‘coino sz pledn
observar en la Figura 7 A-c. Ademas. es importante notar que el espectro del
blanco que se obtiene en fase liquida no es despreciable, aun habiendo sido
obtenido por la acumulacién de 50 scans, como se ilustra con claridad en la
Figura 7 A-d.
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Por todo lo antes expuesto, es evidente que la determinacion de carbonatos en

muestras solidas y liquidas via FT-IR, presenta serios inconvenientes
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experimentales. Por otra parte, cuando estas muestras se tratan con suficiente
acido (HCI, HNOg3, etc.), todo el CO3 -2 y el HCOg3- presente en la muestra se
convierte a la forma de CO;, cuyo espectro IR-TF se caracteriza por presentar
un doblete intenso entre 2400 y 2300 cm-" que corresponde a la extension
asimétrica del CO,, como se puede observar en la Figuras 6-i y 7B. En este
punto, es importante destacar que el vapor de agua presenta una absorcion

muy pobre en esa region espectral; lo cual facilita la propuesta de trabajo.

CO;
Ti« — H.COy — HEO"'COZ{g}
HCOy H'

Sobre la base de lo antes expuesto, se puede concluir que la espectrometria
IR-TF en fase gaseosa proporciona una interesante alternativa instrumental,
sensible y selectiva, para la determinacion del contenido de carbonatos
(totales) bajo la forma quimici de COj5 (3) en rhuestras liquidas y solidas.
Muevamertz, s sisternas (ue s2tvar o (ligCulr a coatiruagon repissenan
acoplamientos simples de sistemas™ue inyeccidon en flujo con generaciéon de
una fase gaseosa y deteccion por IR-TF. En todos los casos que se discutiran,
se trabajé adquiriendo el espectro IR-TF entre 3000 y 1000 cm-"; y el criterio de

medida seleccionado fue la absorbancia integrada entre 2500 y 2150 cm-"
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Figura 7 Espectros IR-TF en fase liquida y gaseosa de carbonatos. (A)



Espectros en fase liquida obtenidos a partir de: (a) solucién de Na,CO3 con una
concentracion equivalente en HCOs- de 1000 pg ml™, (b) solucion de NaHCO3
de la misma concentracién, (c) una muestra de agua mineral, y (d) blanco
(agua destilada), (B) Espectro en fase gaseosa del CO; (g). Los espectros en
fase liquida se obtuvieron tras la acumulacién de 50 scans, en una celda de
transmision con un paso optico de 0,046 mm, equipada con ventanas de ZnSe,
y utilizando agua como referencia. Por su parte, los espectros en fase gaseosa
se obtuvieron acumulando tres scans, con una celda de gases de 100 ml de
volumen interno, y 3,2 metros de paso Optico equipada también con celdas de
ZnSe, utilizando N, como referencia. Otras condiciones experimentales se

indican en el texto.
6 DETERMINACION DE CARBONATOS EN AGUAS

Amparo Pérez Ponce y colaboradores (18) desarrollaron un método de analisis

por inyeccion en flujo-generacién de fase gaseosa y deteccion por IR-TF para

a fleterminacionde la boncenttagidriatal- iegscarbonates gn aguas. E! métedo
S¢ wase ¢n 1A tnyeclidh Simulanee dew W20 [l mdewinuastra (sin Yningdn
tratamiento previo) y 100 ul de HNO3 0,025 M en un montaje de dos canales
propulsados por una bomba peristaltica, que transportan agua como portador a
un caudal de 0,4 ml min™. Las soluciones introducidas se mezclan mediante
una y en un serpentin de teflén de 37 cm de longitud y pasan a través de una
unidad de permeacion de gases (GPU) calentada eléctricamente a 90°C. La
GPU consiste de un tubo poroso de silicio rugoso (60 cm de longitud, 1,6 mm
d.e y 0,8 mm de d.i) localizado dentro de un cilindro de vidrio (Ver Figura 8A).
La unidad se mantiene a la temperatura indicada con el fin de asegurar la
adecuada difusion del CO; a través del tubo de silicio. La fase gaseosa que se
genera (CO; (g), H20 (g)) es arrastrada mediante un flujo de N, de 300 ml min.-
' a la celda de gases previamente descrita. Por otra parte, en el sistema
utilizado, la permeabilidad del vapor de agua a través de la GPU es muy baja.
Esto hace que la mayoria de la fase acuosa termine en el drenaje, y de esta
forma se reducen los problemas asociados con la potencial condensacion del

vapor de agua dentro de la celda de gases. Los espectros se obtuvieron



acumulando tres scans a una resolucién de 16 cm-', y se trabajo con el criterio
de medida indicado con anterioridad. La calibracion del sistema se llevo a cabo
con estandares acuosos de Na,COj tratados de la misma forma que las
muestras. La absorbancia integrada de cada muestra y estandar se corrigioé con
el area correspondiente a la absorbancia integrada obtenida por la inyeccion de
agua destilada en el mismo sistema. Las caracteristicas analiticas del
procedimiento propuesto, bajo las condiciones optimas de trabajo descritas,
son adecuadas para la aplicacién propuesta (Ver Tabla 3). El método se aplicé
para el analisis de muestras de aguas minerales (7 - 130 mg HCO51") aguas
de superficie (= 170 mg HCOs- "), aguas de mar (= 135 mg HCO31") y aguas
de lago (46-165 mg HCOs I'"); siendo los resultados obtenidos consistentes

con los encontrados mediante métodos estandar volumeétricos.

Estos autores abordan el mismo tema, pero en esta ocasion proponen el uso
de un serpentin de reaccién inmerso en un horno de microondas focalizado y
un separador de fases en sustituciéon de la unidad de permeacion de gases
WEr Ml 38) paalla ¢ 2nerficicn yfseparacion.ce CO a parur.se laimuédstra

(19 "El método se basaner. la inyeccion simultanea de 100 pl de

acidificada
muestra y 300 ul de HNOj3; 0,1M en un montaje similar al descrito con
anterioridad, que utiliza un caudal del portador (agua) de 0,6 ml min.-' En este
disefo, la solucion resultante se introduce en un serpentin de reaccion de teflén
de 88 cm (0,8 mm d.i), y a continuacién pasa a través de un serpentin de
calentamiento de teflon de 100 cm (0,8 mm d.i) localizado dentro de la cavidad
de un horno de microondas focalizado que trabaja en forma continua a una
potencia de 100 W (50 % de la potencia total de salida). La fase gaseosa que
se genera pesa a través de un separador gas-liquido y se transporta al interior
de la celda de gases con la ayuda de un flujo de nitrégeno de 200 ml min. ™. El
criterio de medida utilizado es el descrito en la seccidn preliminar. Los autores
reportan dos calibraciones para el sistema, dependiendo de la concentracion
de las muestras, cuyas caracteristicas analiticas se resumen en la Tabla 3. La
metodologia propuesta fue utilizada para el analisis de aguas superficiales (=

162 mg HCOs- I'"), aguas de desechos (373-575 mg HCOs-I"") aguas minerales



(80-120 mg HCOs- I") yaguas de lago (60-130 mg HCOs- I""), siendo los
resultados encontrados consistentes con los obtenidos mediante métodos de

referencia.
7 LA DETERMINACION DE CARBONATOS EN MUESTRAS SOLIDAS

Siguiendo la linea de trabajo trazada por estos investigadores sobre la
determinacién del ién en diversas matrices, la siguiente aplicacion versa sobre
la determinacion de carbonatos en muestras de sedimentos ©%. El diagrama
esquematico del sistema utilizado en este trabajo se presenta en la Figura 8B,
el cual consiste en un montaje simple de un solo canal, que utiliza un portador
gaseoso de Nz, un reactor de vidrio removible para contener a la muestra, una
celda de gases y un espectrometro IR-TF. El reactor esta sumergido en un
bafio de agua cuya temperatura se controla y mantiene en 40°C. El sistema
incorpora una valvula de tres vias para dirigir el flujo de N, de forma que el
portador gaseoso pase en todos los momentos del andlisis a través de la celda
depgasesy Los pnyases=de gdcrio ptilizads s Lol reacter) peraseontenerasias
nruestras <on valss eolrerciale’ cont ) Yolrerirternasercanoda los 13 rala
los que se ha incorporado una entrada de gas, una salida de gas y un septum a
través del cual se introduce la solucion de acido; mientras que la celda IR de
gases utilizada fue de fabricacién casera. Esta consiste en un bloque cilindrico
hueco de teflon con ventanas de ZnSe, con un volumen interno de 490 ul y un
paso optico de 39 mm. El método desarrollado consiste en la inyeccion de 1 ml
de HCI (0,25 M) dentro del envase termostatizado de la muestra que contiene
20 mg, (exactamente pesados) de la muestra de sedimento. EI CO, que se
genera bajo esas condiciones, se transporta a la celda de gases mediante un
flujo de nitrégeno de 50 ml min. !, donde se adquiere el espectro IR-TF como
funcidn del tiempo bajo las condiciones experimentales descritas. El
background del sistema se obtiene previamente colocando el envase de
muestra vacio, a través del cual se hace pasar en forma continua el flujo de
nitrogeno. Las prestaciones analiticas de este sistema, en las condiciones
experimentales descritas se resumen en la Tabla 3. El método se utiliz6 para el

analisis de 6 muestras de sedimentos naturales (22,7 + 0,4 - 76,1 £ 3 % CaCOs;



p/p) y dos muestras de sedimentos marinos (48,9 + 0,8 - 52,2 + 1,0 % p/p); ¥y
los resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas con los

obtenidos por métodos de referencia volumétricos.

A. R. Casella y colaboradores @1 desarrollaron una metodologia para la
determinacién de carbonatos en apatitas carbonatadas, utilizando basicamente
el disefio experimental descrito en el trabajo anterior. En este caso la
temperatura del gas de arrastre se controla eléctricamente a 70°C para evitar la

posible condensacién del vapor de agua

El procedimiento recomendado para esta aplicacion es el siguiente. Se
introducen 50 mg de muestra (estandar), pesados con exactitud en el interior
del reactor. Este se coloca en el sistema FIA, y se calienta a 40°C. A
continuacion se hace pasar Ny por el sistema y se define el background del
mismo. En este punto se inyectan en el reactor 2,0 ml de HCI 0,5 M a través
del septum, y el CO, que se genera, se transporta a la celda de gases
medianteunyportador ¢e=N, auinsfliesde 49 mi nmin.-"y Par: |a=salibracién.dal
sistemal’sel prepaiareniasardses do CaCO e NaCluFaraRlld las dvers2s
mezclas CaCOs/NaCl fueron molidas y homogeneizadas en un mortero de
agata durante 15 minutos. Las figuras de mérito del sistema obtenidas bajo las
condiciones experimentales indicadas a lo largo del texto, se presentan en la
Tabla 3. La metodologia descrita se utilizo para el analisis de cuatro (4)
muestras de apatitas carbonatadas sintéticas con contenidos de carbonatos
entre 0,68 + 0,04 % (p/p) y 14,2 £ 0,3 % (p/p). En esta ocasidn, los resultados
obtenidos por la interpolacion en la curva de calibracion simple mostraron
diferencias significativas con respecto a los encontrados mediante un método
de referencia (un sistema comercial para la determinacion de CO,). Sobre la
base de estos resultados, los investigadores utilizaron procedimientos de
adicién de estandar para la calibracion del sistema, encontrando bajo estas

condiciones resultados satisfactorios.
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Figura 8 Diagrama esquematico del montaje de Analisis por inyeccion en flujo-generacion de

fases gaseosas-IRTF utilizado para la determinacion de carbonatos en: (A) aguas, y (B) muestras
solidas.

Tabla 3 Caracteristicas analiticas de los métodos propuestos para

la
determinaciéon de carbonatos



Matriz Intervalo de | Ecuacién™ r'® LD™ Precision @ [F
trabajo " | DER(n,C) [("

Aguas'™ 0-300 mg HCOy 1T | A=0,06 + 0,0132 C |0,9990 | 4.6 mg HCO, 11 [ 1,3 % (6, 150) 30
lII"r:n-unr:ru:n::\n:r. = Imﬂ]

Aguas ™ | 0-1000 mg HCO, 1T | A=0,19 + 0.0170 C | 0.9998 |26 mg HCO, 17 [ 1.3 % (5. 500) 15
Vinyeeese = 100 pl

Aguas ™ 0-300 mg HCOy 17 | A=0.12+0.0160 C | 0.9980 |15 mgHCO: IT | 2.4 % (6, 200) 15
Vingeoessa =100 pl 1 1

Sedimentos'™' | 0-16 mg CaCO, A=-014+595m |09960 (0,2 mgCaCOy | < 2% (3, muestras) | 13

| Migegaree = 20 mg

Apatitas'™"' 0-15 % CaCO: (plp) | A=002+65C |0.9980 [0.2% CaCOy < 3% (3.muestras) | 8

M Begcice ™ 0 Mg L 1

" Se incluye la informacién referente al volumen de inyeccion (Vigeew) 0 de la masa introducida al reactor

(Mperce). " La respuesia instrumental en todos los casos es la absorbancia integrada entre 2500 y 2150 cm’

Rl -

Coeficiente de regresion. " Limite de deteccién, definido como 3o la desviacién esténdar del blanco. ' La precisién
del sistema se define por la desviacion estindar relativa de n medidas independientes de una solucidén de
concentracion C, o de las muestras. ‘” F: Frecuencia de andlisis (muestras por hora). Las condiciones experimentales

se indican en el texto v en la Tabla 3,

8 ESPECTROMETRIA INFRARROJA DE TRANSFORMADA DE FOURIER
COMO DETECTOR PARA LOS ELEMENTOS FORMADORES DE
HIDRUROS. UNA NUEVA ALTERNA TIVA INSTRUMENTAL.

Langerneracion ¢g hidriros (Giv) psrawalté cnicanqg e pernite lamgonversidpTte
a.aikos" comc e gelenio, “eluio hiematorarsénicey” anumicnio, ‘estafd,
germanio, cadmio y plomo a su correspondiente hidruro covalente gaseoso. La
GH ha sido acoplada con todas las técnicas atomicas (absorcion, emision y
fluorescencia), especialmente a la espectroscopia de absorcidn atomica, y
existen diversos reviews en la literatura en donde se resumen las multiples
aplicaciones que ha tenido en muestras y matrices tan diversas como:
medioambiente, alimentos, agricultura, materiales geoldgicos, metalurgicos y
bioldgicos; plasticos, muestras clinicas, etc. ***?. La GH también ha sido
acoplada, aunque en wuna proporcion muy inferior, a sistemas

espectrofotométricos *3°

En el afio 2002, Gallignani y colaboradores **%*) desarrollaron el acoplamiento
del andlisis en flujo con la generacion de hidruros, utilizando a la
espectrometria infrarroja de transformada de Fourier como forma de deteccion
para la determinacion de algunos elementos formadores de hidruros. En este

acoplamiento se potencian las ventajas inherentes a la instrumentacion IR-TF,




asi como aquellas correspondientes a las diversas técnicas involucradas: el IR-
TF en fase gaseosa, el analisis en flujo y la GH. El acoplamiento fue puesto a
punto para la determinacion individual y simultanea de arsénico, antimonio y
estano. La Figura 9A muestra el diagrama esquematico del montaje
instrumental utilizado. Este consiste de tres bombas peristalticas (P1-P3), un
serpentin de reacciéon (R4), dos entradas de N, un separador de fases (GPS),
una celda de gases IR un detector IR-TF y una trampa con solucion de AgNO3
0,25 M para atrapar a los hidruros a su salida de la celda de gases (GT). Las
bombas P4y P, estan sincronizadas en el tiempo para introducir al sistema en
forma secuencial a la solucién portadora (C4, agua) y la muestra (C;). Por su
parte la bomba P3; propulsa en forma continua a las soluciones
correspondientes al canal acido (Cs, HCI) y el reductor (C4, NaH4). En este
trabajo se utiliza una celda de gases convencional de 10 cm de paso Optico
(Wilmad) equipada con ventanas circulares (32x2 mm) de ZnSe, asi como una
celda de multiples reflexiones (Cristal Laboratory), con un paso optico de 7,25
metros, también equip&da conjventanas circulares de ZnS¢ de 25x2 mm. La
raestre (L) Bhtsu treyectcrial s lacildit ce eoni le solacion de=tICl (&4), y™ia
solucion resultante reacciona con la=solucion de NaH4 (C4) en el serpentin de
reaccion R4, en donde se genera el hidruro volatil del analito. Una entrada de
N2 ayuda a la separacion de las fases liquidas y gaseosas, la cual se completa
en el separador de fases gas-liquido (GPS). En ese punto, una segunda
entrada de N transporta a la fase gaseosa al interior de la celda de gases en
donde se adquiere el espectro IR-TF del hidruro (4000 - 500 cm” tras la
acumulacion de tres scans. La Figura 10 muestra los espectros IR-TF
obtenidos en el sistema descrito de los hidruros de antimonio (A: estibina,
SbH3), estano (B: estannano, SnH,) y arsénico (C: arsina, AsH3), obtenidos a
partir de soluciones estandar de 10 mg I-' de cada uno de ellos. Se observan
las bandas de absorcion caracteristicas de los hidruros en cuestién: 1893, 831
y 781 cm-' para la estibina; 1904, 695 y 677 cm-' para el estannano; 2125 y
2115 cm-" para la arsma. Adicionalmente, en la Figura 10 D se presenta el
espectro obtenido a partir de una solucién con un contenido de 10 mg I de

antimonio, estafo y arsénico, en donde aparecen claramente definidas las



bandas de 1893, 1904 y 2125 cm-' del Sb, Sn y As, respectivamente. La
capacidad del sistema propuesto para el analisis simultaneo real, es sin lugar a
dudas, una de las grandes ventajas que ofrece. Los investigadores presentan
un estudio sistematico de los diversos parametros involucrados en el sistema
(acumulacién de scans, resolucion nominal, concentracion de reactivos, flujo
del gas de arrastre, etc.) sobre la calidad analitica de los resultados. En la
Tabla 4 se presentan las caracteristicas analiticas de los calibrados obtenidas
bajo las condiciones 6ptimas de trabajo, Adicionalmente, los autores presentan
una evaluacion critica sobre las verdaderas potencialidades que ofrece la

metodologia propuesta.
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Figura 9 Diagrama esquematico del montaje de Analisis en flujo-generacion de
hidruros-IRTF utilizado para: (A) muestra sintética de Sb, Sn y As, (B) la
determinacion de Sb en productos farmacéuticos. P4, P2, P3: bombas
peristalticas, Ry, Rz, Ra: serpentines de reaccion, C,: portador, Cy: muestra
(estandar), Cy: HCI, Cg: reductor (NaBH,), Cpgr: pre-reductor (Kl), Cox: Oxidante
(K2S20g), SF: separador de fases, RG: regulador de flujo, TG: trampa de gases.

Estos investigadores adaptaron el acoplamiento desarrollado para Ila



determinacién de antimonio en productos farmacéuticos antimoniales como el
glucantime®*. Para esta aplicacion, utilizan un montaje de seis canales (Ver
Figura 9B). En este sistema, la muestra (previamente diluida 5: 1000 en agua
destilada) es oxidada / mineral izada y pre-reducida antes de la reaccion propia
de la generacion del SbHs, por tratamiento en linea con soluciones de KS,Og4 y
Kl respectivamente. Todo el procedimiento se desarrolla en linea, en un
sistema totalmente automatizado. Las caracteristicas analiticas del sistema
(intervalo lineal: 0-600 mg(Sb )I-', limite de deteccion (3c) = 0,9 mg |-, limite de
cuantificacién (10c): 3 mg I-', DER = 0,3 % (n=5, 250 mg I y una frecuencia de
analisis de 25 muestras por hora) obtenidas bajo las condiciones 6ptimas de
trabajo ([K2S20g] = 3 % (p/v), [KII= 5 % (p/v), [NaBH4] = 0,5 % (p/v), [HCI]= 10
% (v/v), Flujo No= 50 y 25 ml min.-', Resolucién = 2 cm-', y N° de scans
acumulados para la adquisicion de cada espectro = 3), son realmente
adecuadas para esta aplicacion. El método desarrollado se utilizé para analizar
varias muestras de productos farmacéuticos antimoniales como glueantime,
pentostan, etc., v los re sultados encontradés no diieren sigr ificativamente con
l05 tepcradosircrel producior ) ¢oa los hb efiac s por (n e teao de refirencia
(EAA con llama). La propuesta Tepresenta una metodologia alternativa
interesante y valida para el control de calidad en este tipo de formulaciones

farmacéuticas.
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Figura 10 Espectros IR-TF en fase gaseosa de: (A) Estibina, SbH3 (g), (B)
Estannano, SnH4 (g), (C) Arsina, AsHs3 (g), y (D) SbH3 (g) + SnH4 (g) + AsH3 (g).
Los espectros (A, B y C) fueron obtenidos a partir de soluciones de 10 mg I-' de
c/u de los elementos, mientras que el (D) se obtuvo a partir de una solucion con

un contenido de 10 mg I-' de los tres elementos.

Tabla 4 Caracteristicas analiticas de la determinacion de Sb, Sn y As utilizando

el acoplamiento AF-GH-IRTF.

Calibration simple (individual)”

a Rango LD" LQ" DER DER"

Elemento Ecuacibn r lineal mgl'  mgl' (%) (%)
mgl*
Sb [dA/dv]ises = 1.8, 10" + 0.00385[Sb] 09998 0-125 025 08 02 1
As  [dA/dv]yas = 2.5, 107 + 0.00085 [As) 0.9993 0 -600 1.2 4 03 25
Sn_ [dA/dv]ises =5.0, 10" + 0.00355 [Sn] 0.9999 0-150 03 1 02 1.2

Calibracion multielemental "

|
1
i

Rango LD" LQ" DER DER"

Elemento Ecuacidn © r lineal mgl'  mgl' (%) (%)
myl"
o8 JUdAI = 5,107 A 003200(Sh] | £9(98 1 -00 03 § 1y Ll |
As U [dAKdV]ns = 2,005 000082 [As]] 09955 -NsE & o3 o7
Sn_ [dA/dv]iss =8, 10° + 0.00355[Sn] 09997 0-150 03 1_02 08

* Soluciones estdndar individuales para cada elemento, ¥ Soluciones estindar preparadas con los tres elementos
|dAfdv] representa la medida pico-valle de la derivada de primer orden de la banda analitica., v C representa la
concentracion expresada en mg 1".° r: cocficiente de correlacién.® LD: limite de deteccion (3o). " LO: limite de
cuantificacién (107 ). * " Desviacion estandar relativa calculada para 5 medidas independientes de una solucion de
50y 10 mg 1", respectivamente,

9 CONCLUSIONES

En el presente trabajo se presenta una revision con los trabajos que han
aparecido en la literatura especializada en los ultimos afos sobre la generacién
de fases gaseosas, utilizando la espectrometria IR-TF como forma de
deteccion. En lineas generales los montajes instrumentales son muy sencillos y
pueden ser adaptados a cualquier espectrometro IR-TF. Las figuras de mérito
de los diversos procedimientos analiticos desarrollados son totalmente

apropiados para las aplicaciones descritas.

Las fases gaseosas resultan ideales para utilizar la deteccién por IR-TF debido



a: i) la transparencia de los gases de arrastre, ii) la sefal de los blancos es muy
baja, y iii) la posibilidad de utilizar celdas con grandes pasos Opticos, que se
traduce en una mejora importante en la sensibilidad del sistema. Por otra parte,
el uso de la espectrometria IR-TF como un detector sensible, selectivo y
simultaneo para los elementos formadores de hidruros abre un fascinante
abanico de posibilidades a esta poderosa técnica instrumental: "Generacion de

fases gaseosas-IR-TF".
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CAPITULO 6

DISENO DE UN METODO PARA DETERMINAR NITRITO BASADO EN EL
ACOPLAMIENTO DE ANALISIS EN FLUJO CON GENERACION DE FASE
GASEOSA EN LINEA Y DETECCION POR ESPECTROMETRIA
INFRARRQJA CON TRANSFORMADA DE FOURIER



RESUMEN

En el presente trabajo se desarrolla un método alternativo, rapido y sencillo
basado en el acoplamiento del analisis en flujo (AF) con generacion de fases
gaseosas en linea (GFG), utilizando la espectrometria infrarroja de
transformada de Fourier (FT-IR) como sistema de deteccion para la
determinacién de nitrito. El analito es reducido a 6xido nitrico (NO) gaseoso
mediante su reaccidon en linea con acido ascorbico en medio acido. EI NO
generado, es transportado por medio de un gas de arrastre a un flujo de 45 ml
min-' a un separador de fases y finalmente al interior de una celda de gases
para IR que se encuentra alineada al paso 6ptico de un espectrometro IR-TF
en donde se registra el espectro en la modalidad continua; luego de acumular
tres scans a una resolucion nominal de 2 cm-4. El criterio de medida utilizado
fue la medida de absorbancia en 1875 cm-' con correccién por una linea base
establecida entre 1878 y 1872 cm-4. La figuras de mérito del sistema propuesto
fueron evaluadas usando una celda de 10 cm de paso Optico con un volumen
atrnond €d i ¢quipaan fCon vefitai as cirCulires de Zi S2°Lcs paan€ros
involucrados en el sisterna tailes ceame: coricentracion ae reacuvos, velociaad
de flujo de los diversos canales, longitud del serpentin de reaccion, etc.; fueron

optimizados utilizando el método univariado.

Los objetivos principales de este trabajo fueron: i) la generacion en linea de
oxido nitrico en un sistema de flujo continuo y ii) usar la espectrometria
infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) como forma alternativa y

selectiva a la determinacion de nitrito a partir de soluciones acuosas.



1 INTRODUCCION

La presencia de nitritos en el medio ambiente tiene distintas fuentes naturales,
las cuales son una consecuencia directa del ciclo del nitrégeno M. Por otra
parte, a nivel de industrias se utiliza como fijador de los colores y como un
importante inhibidor de la corrosion en procesos industriales. Sin embargo, la
aplicacién mas conocida y relevante de este anion se encuentra en la industria
alimenticia en donde el nitrito de sodio se usa como aditivo en las charcuterias

y salazones en donde cumple algunas funciones, entre las cuales destacan:

-Al combinarse con la mioglobina del musculo, da lugar a la nitrosomioglobina,

que es responsable del color de los productos de charcuteria.
-Contribuye a la formacion del aroma y sabor de los productos de charcuteria.

-Inhibe el desarrollo de bacterias, especialmente la Clostridium botulinum que

produce el envenenamiento potencialmente fatal conocido como botulismo

Cabdo ™ & diterfidad idefucas guentic ni ¢l hitrtc es practicamente indposible
no estar en contacto con él en nuestra vida diaria. Asi como se conocen sus
distintos beneficios en las industrias, no se pueden olvidar los efectos negativos
que este tiene para el organismo cuando se encuentra en concentraciones o
niveles importantes. Es ampliamente conocido que su toxicidad esta
principalmente relacionada con su participacion directa en la oxidaciéon férrica
de la hemoglobina (Hb) normal, a matahemoglobina (metHb); la cual es
incapaz de transportar el oxigeno a los tejidos. Cuando la cantidad de metHb
es 10% superior a la Hb se observa una manifestacion clinica, conocida como
metahemoglobinemia, que produce cianosis y en mayores concentraciones

conduce a la asfixia (*.

También presenta una toxicidad indirecta, cuando reacciona con aminas o ami
das para producir compuestos de N-nitroso-nitrosamina y nitrosamidas

respectivamente-, los cuales poseen efectos cancerigenos y mutagénicos

Por todo lo antes expuesto, es evidente que los limites tolerables de este i6n en



aguas y otras matrices, particularmente las alimenticias, estan normados en
legislaciones tanto internacionales como nacionales “n A pesar de esta
condicion, el uso exagerado de nitrito en los diversos procesos descritos con
anterioridad, hace que los niveles de éste, en ciertas fuentes alimenticias
yaguas, sobrepasen los limites de tolerancia permitidos por las organizaciones
competentes. Por esta razén, existen requerimientos de continuos y constantes
de vigilancia de los niveles del ion nitrito tanto en matrices mediambientales

como alimenticias.

En este panorama, si bien es cierto que existen en la literatura especializada
una importante oferta de métodos para la determinacion de nitrito en una
amplia gama de matrices, se observa que continda siendo un tema de mucho
interés por parte de los investigadores. De esta forma, en la actualidad se
continuan publicando nuevos desarrollos metodoldgicos que destacan, ya sea

por su simplicidad, el grado de automatizacion y/o la sensibilidad analitica.

Debida, akimpacgto perji gicial-=ctbre laysalu L cug tizne a2l ritlitosaxiste up cran
nanizrot’ar reetvdes hare wpdrmien. cetrrmiral asiasecpacic 2nifludes
biolégicos, alimentos y muestras ambientales. Entre estos, se pueden
mencionar aquellos que utilizan técnicas electroquimicas(s), como polarografia
de pulso diferencial, voltametria ciclica, potenciometria o cronoamperometria;

9-11)

métodos cromatograficos *'", como cromatografia iénica con deteccién por

conductividad, deteccion UV o cromatografia de gases con deteccion por

g(12-14 24-29). muchos de ellos han

ionizacion en llama (GC-FID), entre otro
considerado en algunos interesantes y completos reviews (*'7. Sin embargo,
muchos de estos métodos involucran tiempos de analisis elevados y/o el uso
de instrumentacion costosa y sofisticada, por lo que no son adecuados para el

uso en analisis rutinarios.

En la actualidad, sin lugar a dudas, la gran mayoria de los métodos utilizados
para la determinacion de nitrito se basan en la espectroscopia de absorcion

molecular en el ultravioleta visible; y por lo general, se fundamentan en la

(18)

reaccion de Griess-llosvay Esta reaccion involucra la diasotizacion en



medio acido de una amina aromatica primaria con el anidn, para generar una
sal de diazonio; seguida por una reaccion de acoplamiento con una amina
aromatica o un fenol. En esta etapa se produce un compuesto "azo", que
generalmente presenta una intensa absorcion en el visible. Dentro de este
planteamiento general, la reaccién especifica que se ha impuesto, es la
reaccion de Shinn ¥ en la cual se utilizan la sulfanilamida y el dihidrocloruro
de N-(I-naftil)etilendiamina(NED) para las etapas de formacion de la sal de
diazonio y de acoplamiento, respectivamente. Recientemente, Gallignani y
colaboradores (® presentaron un review en donde se presentan en forma
critica y comparativa los fundamentos de muchos de estos métodos, sus

caracteristicas analiticas, asi como sus ventajas y desventajas.

Una observacion detallada de la literatura especializada de los ultimos afos,
denota una importante tendencia hacia el desarrollo de nuevas alternativas
metodoldgicas en la que se disminuyen en forma importante los limites de
deteccidon. En la busqueda de sensibilidad, los métodos espectrofotométricos
cirvticas/cataitivos rep esziitai Lna G2 a¢ aitennctivas mag atrastivas pafa in

=04/ £ stos ‘mtodos

determinacién "de nitrito a Tniveles taza y ultratraza
usualmente se basan en el efecto catalitico que presenta en ion nitrito en la
oxidacion de ciertas moléculas organicas por parte del bromato de potasio; y
bajo condiciones experimentales controladas se observa que la disminucién en
la absorbancia del sustrato organico se relaciona en forma lineal con la
concentracion del anion. Entre las mayores ventajas que proponen éstos
métodos, destacan: su simplicidad, los requerimientos de instrumentacion
sencilla y accesible, asi como su sensibilidad analitica. Sin embargo, la
potencial interferencia que representan las especies oxidantes que puedan
estar presentes en la matriz, es algo que debe tomarse muy en cuenta (25)

En el mismo camino de la busqueda de sensibilidad, la luminiscencia molecular
también aporta ofertas interesantes. Asi, se pueden observar diversos métodos
fluorescentes que presentan interesantes caracteristicas analiticas "> 262®). Sin
embargo, la necesidad de un control muy estricto de los parametros

experimentales, los tiempos de analisis, asi como los requerimientos en



instrumentacion, han restringido mucho su popularidad. Por otra parte, los
meétodos quimioluminiscentes que han sido descritos en la literatura para la
determinacion de nitrito merecen un llamado de atencion, debido a sus
atractivas caracteristicas analiticas. La mayoria de estos métodos convierten
en una primera etapa al ion nitrito, mediante un proceso redox, a la forma
gaseosa de oxido nitrico (NO); el cual se evalia en una segunda etapa
mediante una reaccién quimioluminiscente con ozono, cuyos productos de
reaccion son: dioxido de nitrégeno en un estado electronico excitado, y oxigeno
molecular. La especie excitada (NO,*) cuando retorna a su estado fundamental
emite radiacion electromagnética a una longitud de onda de 600 nm (7 Las

reacciones que tienen lugar se indican a continuacion:

NO, +2H +¢& < NO +H,0
NO + 03 = NO;"+ O
NO," - NO; + hv (600 nm).

L.on divernos denarollo yimetstHlcgicon presussios se (lifereaian en vl agaiie
redictorutuizado,y enlasincergoracidi; ce vavies sistenias hetorggénec's entl
disefio (soportes soélidos, membranas de separacion de fases, convertidores
térmicos, etc.) con el objeto de hacer propuestas de analisis automatizados.
Entre los agentes reductores que han sido propuestos para la conversion del
nitrito a oxido nitrico destacan: &cido ascoérbico @9, acido férmico, acido
sulfamico, hidroquinona, Fe (I1)/ Hg, yoduro, urea, Ti (Il1) ©®, v (1) GV, entre
otros. En este punto es interesante destacar que el Oxido nitrico es una
molécula gaseosa activa en el infrarrojo, que presenta una banda analitica de

interés en 1875 cm.-", como se observa en la Figura 1 ©2.

TransSmision —e
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Figura 1 Espectro IRTF en fase gaseosa del 6xido nitrico (NOg) en la regién

del IR fundamental. (Se observa la banda analitica centrada en 1875 cm-").

Los desarrollos mas reciente en AF-FT-IR en cuanto a la generacion de fases
gaseosas en linea incluyendo hidruros volatiles a partir de muestras liquidas
complejas, han mejorado notablemente la determinacién directa por FT-IR. ©®*
%) debido a la inercia quimica e inactividad en el IR de los gases diatdmicos
homonucleares como el Ny, y de gases de uso comun como el argdn, asi como
las disponibilidad comercial de celdas con grandes pasos opticos. Esto ultimo,
se traduce evidentemente en una mejora sustantiva de la sensibilidad de estos
sistemas %,

En la actualidad, no existe ningun precedente bibliografico en donde se aborde
el analisis de nitrito, mediante la generacion de una fase gaseosa en linea con
deteccion por espectrometria IR-TF. Sobre esta base, el principal objetivo del
presente trabajo es desarrollar un sistema acoplado de analisis en flujo-
qgeneracién de ypnayfasii-gasea asen-linga y deteccion,par spectrometriasR-

T paraiatiete minasid e aiti tc.
2 PARTE EXPERIMENTAL
2.1 Instrumentacion

La Figura 2, muestra en forma esquematica el montaje AF-GFG-IRTF

propuesto en este trabajo. Este consta de:

- Dos bombas peristaltica programable de alta precision (P1y P2) Ismatec ICP
de 8 canales equipada con tuberia de Tygon para la propulsién de la muestra y

los reactivos
- Un serpentin de reaccion (R)

- Dos reguladores de flujo para el control de entrada de N, (RFI) y aire (RF2).
Para regular la entrada de N se utilizé el regulador de flujo (RF1) incorporado

en el accesorio de generador de hidruros y vapor frio, Varian modelo VGA 77



- Un separador de fases gas/liquido (SF) del accesorio de generacion de

hidruros y vapor frio, Varian, modelo VGA-77

- Una celda IR de gases cilindrica comercial (Willmad, modelo 156A) con un
paso optico de 10 cm, equipada con ventanas circulares de ZnSe de 32 mm de
diametro y 2mm de espesor, con un volumen interno de aproximadamente 60

ml.

Para las medidas espectrales se utilizO espectrometro infrarrojo con
transformada de Fourier (FT-IR), Perkin Elmer, modelo Spectrum 2000,
equipado con una fuente de Nerst, un detector piroeléctrico (sulfato de

triglicerina deuterada, DTGS) y un beamspletter intercambiable de KBr.
2.2 Reactivos

Todos los reactivos utilizados en este trabajo son de grado analitico: Para la
preparacion de los diversos patrones asi como las diversas soluciones de
rdualo) 52/ Utilie agta 1dt ltafpuiera de1¢ Qchns!' “de resstivifiac
suministrada por un sistema de Milli:Q/TOC de Millipore. En el resto del trabajo

se hara mencién de la misma como DI.

Se preparé una solucién patrén de nitrito de 1000 mg I a partir de nitrito de
sodio (Analar) secado previamente en una estufa durante 5 horas a una
temperatura de 110°C. Se pesaron 1,5148 g de NaNO2, los cuales fueron
disueltos y llevados a un volumen final de 1 litro con agua DI. A esta solucion
se le coloco 1 g de NaOH (Analar) para prevenir la liberacion de acido nitroso y
1 ml de cloroformo (Analar), grado espectroscopico, para prevenir el desarrollo
bacterial. Las soluciones estandar se prepararon diariamente por dilucion

adecuada del patron en agua DI.

El acido ascorbico (Analar) fue preparado diariamente a una concentracion del

5 % (p/v) en &cido sulfurico (Analar) al 6 % (v/v), utilizando agua DI.

2.3 Procedimiento general



En el sistema propuesto los reactivos y la muestra (estandar) fueron colocados
a temperatura ambiente (25 + 1°C) es sus respectivos- canales como se ilustra
en la Figura 2, bajo las condiciones experimentales que se indican en la Tabla
1.

En una etapa preliminar se establece la senal de fondo ("Background") del
sistema haciendo pasar agua por todos los canales y se acumulan tres barridos
(scans) en el modo continuo. Seguidamente se adquiere el espectro de
referencia del blanco. Esto se logra haciendo pasar agua por el canal de la
muestra (Cl) y por el canal C; se introduce el agente reductor en medio acido.

Finalmente, se da la orden instrumental para que se acumulen tres "scans"
El sistema AF-GFG-FT-IR propuesto en este trabajo involucra tres etapas:
i) generacion de la fase gaseosa (NO)

i) arrastre del 6xido nitrico generado -con una corriente de nitrégeno

¢l Geparacor e faes [/ segiicamerte alace di IR
iii) adquisicién del espectro de absorcion.

La muestra y el agente reductor en medio acido se mezclan en el serpentin R
donde el nitrito cuantitativamente se reduce a Oxido nitrico. La mezcla
gas/liquida es transportada a un separador de fases por una corriente de
nitrégeno y finalmente el NO es transportado al interior de la celda de gases
donde el espectro IR es obtenido en el modo continuo, luego de acumular tres
scans. A la salida de la celda, el NO es atrapado mediante su reaccion con

oxigeno para generar dioxido de nitrégeno (NOz(g)) el cual es soluble en agua.
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Figura 2 Representacion esquematica del sistema AF-GFG-IR-TF. Cq:
muestra, C,: agente reductor en medio acido, P: bomba peristaltica, R:
serpentin de reaccion, RF: regulador de flujo, SF: separador de fases, TG:

trampa de gases.
3 RESULTADOS Y DISCUSION
3.1.Estudios. breelimir 2zas

En una primera etapa se estudié=gi comportamiento de absorcion de los
reactivos y productos de reaccion bajo estudio. En la Figura 3, se muestra el
espectro FT-IR del NO obtenido en el sistema propuesto a partir de diferentes
concentraciones nitrito. En ella se puede apreciar una banda intensa a 1875
cm™ la cual es de gran interés desde el punto de vista cuantitativo. También se

observa la transparencia del blanco en esta region espectral (----).

Como criterio de medida se seleccion6 la medida de absorbancia en la banda
de 1875 cm™ con correccion de linea base establecida entre 1878 y 1872 cm’™
(ver Figura 4). La optimizacion de los diversos parametros se llevd a cabo por
el método univariado y utilizando una solucién de 50 mg I-' de nitrito. Luego de
cada optimizacién se revisaba el sistema general para verificar la validez de los

parametros previamente seleccionados.



Tabla 1 Condiciones de operacion del sistema

Parametros instrumentales

Fuente de radiacion Fuente para el IR medio Perkin Elmer

Detector DGTS

Beamsplitter KBr

Intervalo espectral 4500 -600 cm’’

Banda analitica 1876 cm” o _

Criterio de medida Absorbancia en 1875 cm” con correccion de linea
base establecida entre 1878 v 1872 ¢cm™'

Resolucién nominal 2em”

Mimero de “scans” acumulado para la| 3
definicion del background v cada espectro

Celda de gases 10 ¢m de paso optico, ventanas de ZnSe 32x 2 mm
circulares volumen interno = 60 ml

Parimetros del sistema AF-GFG I
Flujo del canal C, 7 ml min” |
Concentracion de acido ascorbico 5% (p/v) ;

Concentracion de acide sulfirico {en la | 6 % (viv)
solucion de dcido ascorbico)

Flujo del canz
Ta'h'a'm s G SAD 1L

Velocidad del flujo de N,

LEale IIHZITe A

1900 1890 1880 1870 1860 1850

Figura 3 Espectro FT-IR de NO generado a partir de diversas soluciones

acuosas de nitrito
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Figura 4 Criterio de medida
3.2 Optimizacion de los parametros instrumentales

Algunos parametros instrumental es, tales como la resolucién y el numero de
espectros acumulados pueden ejercer un efecto importante sobre la calidad de

3 1
A/:2la

gnaitcie Una ce g ventijas ceurai‘ecuivos ['T- R eS alie purniitz en
un uempo muy breve “acumular (eso)ectros,” permitieriao  de” esia manera
promediar las sefiales y asi lograr mejoras en la relacién sefial/ruido (ventajas

) 823 En este sentido, se estudio el efecto de la acumulaciéon de

Fellgett
espectros en el intervalo de 1 a 20 sobre la sehal analitica del NO,
encontrandose que este parametro no tiene un efecto importante sobre la
relacion sefal/ruido, Este hecho puede ser debido a la pureza del blanco
utilizado en fase gaseosa. Se seleccioné la acumulacion de tres espectros para

el resto del trabajo.

Dado que la resolucién nominal tiene un efecto importante sobre la forma de
las bandas de absorcién de los espectros, se estudié el efecto de este
parametro en el intervalo de 2 a 32 cm™ sobre la sefial analitica. Los resultados
obtenidos se presentan en la Figura S y en ella se observa que al aumentar la
resolucion nominal se produce una disminucién importante de la respuesta
instrumental. En este punto, es importante resaltar que con el incremento de

este parametro también se produce un ensanchamiento de la banda analitica y



que el tiempo requerido para la adquisicion de tres scans disminuye con el
aumento de este parametro. Sobre la base de estos resultados, se selecciond
una resolucion nominal de 2 cm™ para el resto del trabajo. Bajo estas
condiciones se requiere de un tiempo de 37 segundos para acumular tres

scans.

| |
0,012 *
A
0,008 =
-
0,004 4
_--_-_-_-_-_-"_"""SE
.00 T T T i T ) T ] |
1] 5 10 13 20 15 a0 35 |
Resolucion nomnal (em ) ]

Figura 5 Efecto de la resolucidonwneminal sobre la senal analitica de una
solicion de 50 mg NO, I, [Ac. Ascérbico] = 5% (p/v) en H2SO46% (V/v)

3.3 Optimizacion de los parametros relacionados con la reaccion quimica

Algunos autores han usado los siguientes criterios para elegir el agente
reductor: a) la reaccion debe ser rapida y cuantitativa a bajos niveles de
concentracion de nitritos y b) los reactivos deben ser de baja volatilidad (29,
30). Estos autores han reportado para la formacién cuantitativa de NO a partir
de soluciones de nitrito, el uso de Nal 0,2 M en acido acético 13 M; Nal 0,13 M
en acido fosférico 13 M y acido ascérbico 0,1 M en acido sulfurico 0,05 M
respectivamente. En este trabajo se realizaron pruebas con estos agentes
reductores y los mejores resultados fueron encontrados con el uso de acido

ascorbico en medio de acido sulftrico.

Para la generacion de éxido nitrico se requiere de un medio acido ®* 3%, En



esta experiencia se estudio el efecto de la concentracién de acido sulfurico en
soluciones de acido ascorbico sobre la reduccion de los nitrito. Para esto, se
prepararon diversas soluciones de acido ascorbico al 5 % (p/v) y se vario la
concentracion de acido sulfurico de 0 a 10 % (v/v). En la Figura 6, se presentan
el efecto de este parametro sobre la sefial analitica del NO. En ella se observa
que la respuesta instrumental incrementa con la concentracion de acido
sulfurico en el intervalo de 0 al 3 % (v/v) y a partir de este ultimo valor, la sefial
permanece constante en el resto del intervalo. Se selecciond una

concentracion de acido sulfurico de 6 % (v/v) para el resto del trabajo.
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Figura 6 Efecto de la concentracion de acido sulfurico en la solucion de acido
ascorbico sobre la sefal analitica del NO generado a partir de soluciones de 50

mg I"' de nitrito.
El sistema redox entre el idn nitrito y el acido ascérbico es descrito por
2NO; +4 H' + 2 €5 2NQ(, + 2H,0

CsHgO¢ & CcHgOg + 2H + 2¢
2NO; + 2H" C¢HszO0s 5 CeHgOs + 2NQ(,, + 2H,0

Para evaluar la influencia de la concentracidn acido ascorbico sobre la



reduccidén de nitrito, se prepararon soluciones de este agente reductor en el
intervalo de concentraciones de 0 a 10 % (p/v) en medio de acido sulfurico al 6
% (viv). En la Figura 7 se muestra el efecto de este parametro, en la cual la
curva describe un comportamiento similar al descrito para el acido sulfurico.
Sobre la base de esta experiencia se selecciond una concentracién de 5 %

(v/v) de acido ascorbico.

0,001 e 2

| 0500 — - 1
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"

Figura 7 Efecto de la concentracion de acido ascorbico sobre la sefial analitica de una solucion
de 50 mg NO: 1" [HaS04 =6 % ivly)

3.4 Optimizacion de los parametros relacionado con el sistema de flujo

Los parametros involucrados en esta etapa del sistema son: a) el caudal del
fluido portador (C+) y del reductor (C,), b) la longitud del serpentin de reaccion

(R) y c) velocidad de flujo de nitrgeno como gas de "stripping" y de arrastre,

En el sistema propuesto, el caudal de los diversos canales se controla
mediante la eleccion de la tuberia (tipo y diametro interno), asi como cambios
en la velocidad de propulsion de las bombas peristalticas (P1 y P2). Para el
transporte de la muestra se selecciond tuberia de Tygon cédigo negro/violeta
de diametro interno de 2,06 mm que puede proporcionar velocidades de flujo
entre 0,420 y 21 ml min-", mientras que para el canal reductor se utilizé tuberia
de Tygon codigo negro/negro con un diametro interno de 0,8 mm que puede

proporcionar velocidades de flujo entre 0,076 y 3,8 ml min-',

Inicialmente se varié el flujo del canal C; a través de las revoluciones de la



bomba (P1) entre 2 y 10 ml min-" Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 8A, en la que se observa que la absorbancia crece inicialmente con el
incremento de este parametro cuando el flujo varia entre 2 y 6 ml min-" El
intervalo que va desde 6 hasta 10 ml min-', la respuesta instrumental se hace
independiente de este parametro. Sobre la base de esta experiencia se

selecciond un valor de 7 ml min-' como caudal del portador.

A continuacién, se vario la velocidad de flujo del canal reductor entre 0,5y 1,5
ml min-" Es importante destacar en este punto que se selecciond este intervalo
para evitar una disminucion excesiva de la sefal analitica por efecto de
dilucién. Los resultados de este estudio se presentan en la Figura 8B. En ella
se puede observar que la absorbancia del NO no varia de manera significativa
en este intervalo, observandose un ligero maximo cuando la velocidad del flujo
del reductor tiene un valor de 1 ml min-'. Este valor fue seleccionado para el

resto del trabajo.
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UL Y T Y T r g 0,040 T T d
Fi 4 & 4 1] iz a4 08 1.2 16

Velocided de Pujo de C, (el man' ) Veebocidad de flups de C fml mem ")

Figura 8 Efecto de la velocidad de flujo del los diversos canales A: Canal de muestra (C,) B

Canal reductor (Cy) sobre la sefial analitica del NO generado a partir de una solucion de 50 mg
NOy I [H2804]= 6 % (v/v).

La longitud del serpentin de reaccion fue variado en un intervalo comprendido
entre 0 y 100 cm, utilizando tuberia de tefléon de 0,8 mm de diametro interno. El
comportamiento de la sefial analitica con la variacion de este parametro se
ilustra en la Figura 9, donde se observa claramente que la sefal aumenta con

el incremento de la longitud del serpentin hasta un valor de 40 cm; a partir del



cual la sefal se hace independiente de este parametro en el resto del intervalo

estudiado. El valor seleccionado fue de 50 cm para el resto del trabajo.

Con respecto al caudal de nitrégeno el cual se utiliza en el sistema corno gas
de "stripping" y de transporte del NO, este se fijo en 45 ml min-'; debido a que
se utilizé el regulador de flujo (RF1) incorporado en el accesorio de generador
de hidruros y vapor frio, Varian modelo VGA77; el cual limita este parametro en
ese valor. La incorporacion de una segunda entrada de N, en el separador de
fases tal como se utiliza generalmente en los sistemas de generacion de
hidruros fue descartada, ya que generaba una importante disminucion de la

sefnal analitica por efecto de dilucion.
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Figura 9 Efecto de la longitud del serpentin de reaccion sobre la senal analitica

del NO generado a partir de soluciones de 50 mg I-' de nitrito.
3.5 Caracteristicas analiticas del sistema

En la Tabla 1 se presenta un resumen de las condiciones 6ptimas de trabajo
para la determinaciéon de nitritos mediante el uso de un sistema acoplado de
analisis en flujo, con generacion de fase gaseosa y deteccidbn por
espectrometria IR-TF. Bajo estas condiciones se realizé una curva de calibrado

a partir de soluciones acuosa de nitritos preparadas entre 0 y 100 mg I". La



ecuacion de regresion lineal que describe la recta de regresion fue A =
0,0000868 + 0,000243[NO27] con un coeficiente de regresién (r) de 0,99946, el
limite de deteccion definido como 3 veces la desviacion estandar del blanco fue
de 0.9 mg NO, I'', mientras que el limite de cuantificacién (10 o) fue de 3 mg
NO,- I'. La precisién del sistema fue de 1,7 %, y se obtuvo a partir de 5

medidas de absorbancia de una solucion de 50 mg I de nitrito.
4 CONCLUSIONES

En este trabajo se desarrollo un método nuevo, rapido y preciso, basado en el
acoplamiento de analisis en flujo, con generacion de fase gaseosa y deteccion
por espectrometria de absorcion infrarroja con transformada de Fourier para
determinar nitrito. El sistema propuesto, el cual permite la reduccién
cuantitativa en linea de nitrito a 6xido nitrico con acido ascérbico en medio
acido, reduce de manera importante la manipulacion de la muestra y hace

posible la automatizacion completa para la determinacién de esta especie.

Lz ¢encibiicad Aol méthdo frofucs o €s o¢jarCuar do s use lg'celda cs gases
de 10 cm de paso optico. Sin embargo, esta puede se puede mejorar mediante
el uso de celdas con pasos 6ptico mayores como las celdas de gases de
multiples reflexiones y/o utilizando sistemas de preconcentracion como la

extraccion en fase solida.

Una de las grandes ventajas del método es que permite la separacion del
analito de la matriz, minimizando asi los problemas asociados a las posibles

interferencias espectrales.

Estudios posteriores van dirigidos hacia la busqueda de mejorar las figuras de

merito y aplicar el desarrollo metodoldgico al analisis de muestras reales.
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