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RESUMEN  

El material de este trabajo se ha dividido en seis capítulos. En algunos de ellos 

se hacen revisiones críticas de temas muy particulares y en otros, se hacen 

desarrollos metodológicos donde se utilizan las diversas ideas del 

acoplamiento de análisis en flujo con detección por espectroscopia molecular. 

Específicamente, en el capítulo 1, se desarrolla un método para la 

determinación de piruvatos en cebolla mediante el uso de un sistema 

automatizado por acoplamiento del análisis en flujo con irradiación de 

microondas y detección por espectroscopia de absorcíón molecular en el Uv-V. 

El piruvato, que se forma a partir de una reacción enzimática que se inicia 

cuando se produce la destrucción del tejido de la cebolla, es considerado un 

parámetro de calidad en este tipo de muestras. Los niveles de piruvato son 

determinados; mediante la reacción de éste con el reactivo 2,4-

dinitrofenilhidracina (2,4-DAN) en medio ácido y con un calentamiento a baja 

temperatura, cuyo producto de la reacción presenta un espectro con un 

máximo en 445 nm. Esta nueva propuesta a la determinación de piruvato en 

cebollas, tiene la enorme ventaja que en una sola introducción de la muestra es 

posible obtener la corrección simultánea de la señal de fondo generado por el 

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

A partir del capítulo 2, se toma como sistema modelo el análisis de nitrito. Es 

bien conocido desde hace muchos años que la determinación de este ión ha 

sido un tema de gran interés para muchos investigadores, debido a que esta 

especie es altamente tóxica y los seres vivos se encuentran constantemente 

expuestos al mismo (3). El capítulo 2, corresponde a una revisión bibliográfica 

exhaustiva sobre las diversas metodologías que existen hoy día para la 

determinación de nitrito en aguas y otras matrices; utilizando la espectroscopia 

de absorción molecular en la región del ultravioleta-visible como sistema de 

detección. Aquí, se exploran los diversos montajes y sistemas de reactivos 

empleados; así 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 atención el aporte de los métodos cinéticos 
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en cuanto a sensibilidad, límites de detección, sencillez y rapidez en el análisis 

de nitrito. En este sentido, el capítulo 3, contiene una revisión bibliográfica 

exhaustiva sobre los métodos cinéticos. A partir de esta información, en el 

capítulo 4, se hace una propuesta de un método cinético espectrofotométrico 

para la determinación de trazas de nitrito, basado en su acción catalítica sobre 

la oxidación de la tionina por parte del bromato de potasio en medio ácido, en 

un sistema de flujo. Aquí, se utilizan las ideas propuestas en el primer capítulo 

en cuanto a la adquisición de espectros en la modalidad continua y en un 

sistema dual.  

En el capítulo 5, se explora la potencialidad que tiene la espectroscopia 

infrarroja con transformada de Fourier como forma de detección cuando se 

generan en línea fases gaseosas. Los diversos trabajos que se encuentran en 

la literatura especializada sobre este tema, fueron revisados en forma crítica. 

En general, las configuraciones de los sistemas son muy simples y pueden ser 

adaptados a cualquier espectrómetro IR-TF.  

Finalmente, en el capítulo 6 se desarrolla un nuevo método, alternativo rápido 

y simple para la determinación de nitrito en un sistema acoplado de análisis en 

flujo con generación de fase gaseosa y detección por espectrometría infrarroja 

con transformada de Fourier. El método se basa en la conversión de los iones 

nitrito en medio ácido a óxido nítrico (NO) mediante el uso de ácido ascórbico 

como reductor. En este punto es interesante destacar que el NO es una 

molécula gaseosa activa en el IR, que presenta una banda analítica de interés 

en 1874 cm-1. El óxido nítrico generado en línea se transporta mediante un gas 

de arrastre e inerte, a una celda de gases que se encuentra alineada al paso 

óptico de un FT-IR. La mayor ventaja del método es que involucra la 

separación del analito de la matriz con lo que se elimina las posibles 

interferencias espectrales.  
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1 INTRODUCCIÓN  

La espectroscopia de absorción 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 análisis tanto en el 

análisis cualitativo como cuantitativo. Sin embargo, el historial de la 

espectrofotometría de absorción molecular en el UV-V se relaciona 

fundamentalmente a la cuantificación, mientras que la espectrometría infrarroja 

se ha asociado durante muchos años principalmente a la identificación y 

elucidación de estructura.  

El intervalo de radiación UV-V está comprendido entre 10 y 780 nm, sin 

embargo desde el punto de vista experimental la región 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 región. La absorción de 

radiación UV-V, generalmente resulta de la excitación de los electrones de 

enlace; como consecuencia, los picos de absorción pueden correlacionarse con 

los tipos de enlaces de las especies objeto de estudio.  

La espectroscopia de absorción molecular se basa en la medida de la 

transmitancia (T) o absorbancia (A) de disoluciones que se encuentran en 

cubetas transparentes a la radiación, que tienen un camino óptico (b) bien 

definido. Esta técnica se utiliza en muestras en estado líquido y gaseoso 

teniendo esta última aplicaciones muy recientes.  

Cuando un haz de radiación de una determinada longitud de onda incide sobre 

una disolución que contiene una especie absorbente, la cantidad de luz 

absorbida (ignorando pérdidas por reflexión, etc.) es una función de la 

concentración de la especie en la trayectoria del haz y del espesor de la 

misma. Esta relación está bien expresada matemáticamente en la conocida ley 

combinada de Beer-Lambert:  
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Donde A corresponde a la absorbancia, T es la transmitancia, P0 y P 

representan la potencia de la radiación incidente y transmitida respectivamente, 

b es el paso óptico y ε es el coeficiente de extinción molar (si C es expresada 

en mol l-1 y b en cm). El parámetro ε es característico de la especie absorbente 

y de la transición electrónica involucrada; depende de la longitud de onda, de la 

temperatura y del índice de refracción. Una representación gráfica de la 

absorbancia en función de la longitud de onda es los que se conoce como 

espectro de absorción. Este describe el comportamiento de absorción (o del 

coeficiente de absorción molar) de una especie con la longitud de onda. Los 

espectros de absorción se caracterizan por presentar pocas bandas, que 

suelen ser anchas y carentes de estructura fina; lo que le imprime a esta 

técnica instrumental la característica de ser poco selectiva; por lo tanto las 

aplicaciones en el análisis cualitativo están en cierta medida limitadas. En 

contraste, la absorción de radiación por moléculas a longitudes de ondas 

específicas se usa para el análisis cuantitativo debido a la relación directa entre 

la absorbancias y la concentración descrita con anterioridad.  

Existen tres tipos de transiciones electrónicas y estas incluyen: 1) electrones σ, 

π y n, 2) electrones d y f y 3) electrones de transferencia de carga (1,2). Las 

especies absorbentes que contienen electrones σ, π y n incluyen iones y 

moléculas orgánicas, así como algunos aniones inorgánicos. A pesar de que 

prácticamente todas las moléculas orgánicas son capaces de absorber 

radiación ultravioleta visible, porque todas contienen electrones de valencia que 

pueden ser excitados a niveles de energía superiores, no todas presentan una 

absorción importante en la región espectral experimentalmente accesibles (180 

-780). La mayoría de las aplicaciones de espectroscopia de absorción en 

compuestos orgánicos se basan en las transiciones n→π* y π→π*. Ambas 

transiciones requieren la presencia de grupos funcionales no saturados 

(cromóforos) que aportan los electrones π. La absorción de los cromóforos 
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simples en la región del UV accesible (> 180 nm) resulta de la transición n→π* 

y los coeficientes de extinción molar para estas transiciones son generalmente 

muy bajos, normalmente se encuentran entre 10 y 100 L cm-1 mol-1. En 

contraste, las absorciones correspondientes a las transiciones π → π* 

generalmente aparecen en el UV lejano (<180 nm), pero los coeficientes de 

extinción molar normalmente oscilan entre 1000 y 10.000 L cm-1 mol-1 (1). Sin 

embargo, cuando las moléculas orgánicas presentan en su estructura grupos 

cromóforos o especies que presenten efectos multicromofórico y/o alto nivel de 

conjugación, se producen desplazamientos importantes de los máximos de 

absorción hacia longitudes de ondas largas (efecto batocrómico) con 

incrementos sustanciales en los coeficientes de extinción molar (efecto 

hipercrómico) (3).  

Con respecto a los sistemas inorgánico 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 

óptica de la cuantificación (1).  

La espectroscopia de absorción molecular en el UV-V permite el análisis de 

ciertas especies cuya absorción es inicialmente muy débil o bien su absorción 

se encuentra en una parte del espectro en las que coexisten otras absorciones 

que interfieren. Con este fin, la medida de absorbancia está precedida de una 

transformación química del analito en un derivado que presenta una absorción 

fuerte en el UV-V. La reacción involucrada debe ser específica, total, rápida, 

reproducible y conducir a un derivado estable en solución. En este sentido, los 

agentes complejantes tienen una amplia aplicación en la determinación de 

especies inorgánicas. Entre estos reactivos destacan el ion tiocianato para la 

determinación de hierro, cobalto o molibdeno; el anión del peróxido de 

hidrógeno para la determinación de titanio, vanadio o cromo y el ión yoduro 

para la determinación del bismuto paladio o telurio (1,2). 

Los agentes quelantes orgánicos que forman complejos coloreados estables 

con cationes, son de mayor importancia debido a que estos complejos 
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presentan coeficientes de absorción muy altos. Como ejemplos se pueden 

mencionar la 1,10 -fenantrolina para la determinación de cantidades muy 

pequeñas de hierro, la dimetilglioxina para determinar el níquel, el 

dietilditiocarbamato para el cobre y la difenilditiocarbazona para el plomo (1,2).  

Entre los reactivos que han sido ampliamente utilizados para la determinación 

de algunos aniones inorgánicos destacan: el molibdato de amonio para 

determinar fosfato; la cloramina T conjuntamente con piridina y el ácido 

barbitúrico para la determinación de cianuro, el óxido de mercurio 

conjuntamente con nitrato de hierro (ΙΙΙ) y nitrato de aluminio se utilizan para 

determinar sulfato y finalmente, la determinación de nitrito se basa en la 

reacción del ión con una amina aromática primaria en medio ácido para 

generar una sal de diazonio; seguida por una reacción de acoplamiento con 

una amina aromática o un fenol. En la mayoría de estas reacciones, se obtiene 

un producto que presenta una intensa absorción en el visible (4).  

Otra forma en la que se ha proporcionado selectividad a la espectrofotometría 

de absorción molecular en el UV-V, es utilizando la técnica como detector en 

sistemas cromatográficos (1,5).  

En cuanto a la espectroscopia infrarroja es una herramienta versátil que se 

aplica a la elucidación de estructuras en una gran variedad de muestras 

orgánicas, inorgánicas y biológicas. La región del infrarrojo (IR) del espectro 

abarca la radiación comprendida entre 12.800 y 10 cm -1 que corresponde a 

longitudes de onda de 0,78 a 1000 µm. Tanto desde el punto de vista de las 

aplicaciones como de instrumentación, el espectro infrarrojo se suele dividir en 

tres regiones: infrarrojo cercano (NIR: 12.800-4000 cm-1), infrarrojo medio (MID: 

4000- 100 cm-1) y el infrarrojo lejano (100- 10 cm-1); sin embargo las regiones 

mas utilizadas son las del NIR y especialmente la región del MID. Las medidas 

en el IR pueden ser realizadas en la modalidad de transmisión o reflectancia, 

siendo la primera la que ha tenido mayor desarrollo y aplicación (1,2,6,7)  

El espectro IR de moléculas poliatómicas se basa en vibraciones moleculares, 
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cada una depende de las masas atómicas, de la fuerza de los enlaces y de las 

interacciones intermoleculares o intramoleculares. Como resultado el espectro 

IR de un compuesto orgánico proporciona una única característica que permite 

que sea distinguido de otros compuestos incluyendo isómeros.  

La espectroscopia de absorción de radiación infrarroja obedece a una ley 

similar a la ley de Beer-Lambert, de tal manera que puede ser usada con fines 

cuantitativos (1,2,6,7). La mayor ventaja de la espectroscopia IR sobre otras 

técnicas espectroscópicas, es que prácticamente todos los compuestos 

muestran absorción (o emisión), por tanto pueden ser analizadas 

cualitativamente y/o cuantitativamente. Además es una técnica no destructiva y 

permite medidas "in situ" (en el lugar) y a distancia de casi cualquier muestra 

independientemente del estado físico de ésta y muchas veces sin tratamiento 

previo.  

Desde el punto de vista histórico la espectroscopia de absorción infrarroja en la 

modalidad de transmisión, tuvo su gran auge y desarrollo en el ámbito del 

análisis químico cualitativo y particularmente bajo la óptica de los químicos 

orgánicos. Es una técnica instrumental que se ha caracterizado, y se 

caracteriza, por ser una poderosa herramienta para la identificación de grupos 

funcionales, y en general, para la elucidación de estructuras moleculares (1). Sin 

embargo, existen al menos 4 factores que han abierto las puertas de la 

espectrometría infrarroja al campo del análisis químico cuantitativo: i) la 

aparición en el mercado de los espectrómetros infrarrojos de transformada de 

Fourier (IR-TF), que incorporan las conocidas ventajas de Connes, Fellgett y 

Jacquinot (1,2,6,7), ii) la aparición en el mercado de nuevos materiales 

transparentes a la radiación infrarroja totalmente inertes al agua, iii) la 

comercialización de nuevas celdas, incluyendo celdas para ser utilizadas en 

sistemas de flujo, así como celdas de múltiples reflexiones que permiten 

aumentar el paso óptico en fase gaseosa y iv) la incorporación de esta técnica 

instrumental por parte de los químicos analíticos. Como consecuencia de esto, 

a partir de los años 90, se ha visto un crecimiento importante en el número de 

trabajos publicados en las revistas más relevantes de la química analítica, en 
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los que está involucrada la instrumentación IR-TF.  

La espectrometría IR-TF es una técnica analítica simple y rápida, la cual 

proporciona valiosa información cuantitativa acerca de la composición de las 

muestras y de los efluentes cromatográficos (8). En general la espectrometría 

infrarroja se puede utilizar en muestras líquidas, sólidas y gaseosas. Sin 

embargo, el uso del IR-TF dentro del análisis cuantitativo presenta diversos 

inconvenientes. El análisis de líquidos o de muestras disueltas requiere la 

utilización de celdas con un paso óptico conocido, generalmente muy pequeño, 

y la selección previa de un solvente adecuado. Por lo general las limitaciones 

que imponen los solventes, los pasos ópticos utilizados, así como la 

transparencia e inercia química de los materiales de las ventanas de las celdas 

limita la aplicación de esta técnica dentro del análisis cuantitativo. Esta 

situación es particularmente crítica cuando se trabaja en sistemas acuosos, en 

donde las zonas de transparencia óptica son limitadas y los pasos ópticos 

requeridos inferiores en muchos casos a 0,05 mm (9, 10). En fase sólida, el uso y 

preparación de las pastillas con haluros alcalinos es laborioso y consume un 

tiempo importante. Además, se requiere la incorporación de un estándar interno 

para lograr que las medidas obtenidas sean independientes del paso óptico. En 

contraste, la fase gaseosa es muy adecuada para realizar determinaciones por 

espectrometría infrarroja (8) debido a varios factores, entre ellos: i) la 

transparencia de los gases (los gases monoatómicos, así como los diatómicos 

homonucleares son inactivos en el IR), ii) la señal de fondo (background) de 

estos sistemas es muy baja, y iii) las celdas gaseosas de reflexiones múltiples, 

ofrecen la posibilidad de trabajar con grandes pasos ópticos (varios metros), 

que proporcionan buenas sensibilidades. Por estas razones, la espectrometría 

IR ha sido muy utilizada como forma de detección en cromatografía de gases 

(CG) (8, 11, 12) y también para el análisis de muestras pirolizadas (8, 13, 14).  

Por otra parte, la técnica de análisis por inyección en flujo (FIA), introducida a 

mediados de los años 70 por Ruzcika y Hansen en Dinamarca (15), y por 

Steward en Estados Unidos (16), ha sido acoplada a muchas técnicas 

instrumentales con el fin de automatizar métodos de análisis ya clásicos, 
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debido a las ventajas que aporta en términos de simplicidad, fácil construcción, 

bajo consumo de muestras y reactivos, versatilidad, alta frecuencia de análisis, 

y precisión. La técnica consiste en la inserción, de una cantidad discreta y 

exacta de la muestra en un flujo portador (mediante una jeringa o válvula de 

inyección) de manera rápida y reproducible, en la corriente de un flujo portador. 

La muestra insertada desarrolla un perfil de concentración característico que al 

pasar por el detector en línea con el flujo genera una señal transitoria de pico 

característica (15, 17) Los primeros acoplamientos de los sistemas FIA se hicieron 

con detección espectrofotométrica, mientras que el IR ha sido una de las 

últimas técnicas espectroscópicas 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 función del tiempo, lo cual restringe enormemente la 

información que puede proporcionar el espectro de absorción en cuanto a:  

1) Pureza del sistema,  

2) Presencia de impurezas,  

3) Selección del criterio de medida,  

4) Corrección de la absorbancia mediante la selección de una línea de 

base adecuada.  

5) Corrección por el efecto Schildenler (Efecto de índice de refracción). 

6) El uso de la espectroscopia derivativa  

Es de esperarse que en los próximos tiempos, la introducción de los equipos 

con arreglo de diodos -que se están popularizando a una velocidad interesante 

dentro de los sistemas cromatográficos- que permiten la adquisición de los 

espectros de absorción como función del tiempo en sistemas continuos (como 

la cromatografía), establezcan una revolución real de esta técnica instrumental; 

posiblemente en la misma magnitud que la introducción de equipos infrarrojos 

con transformada de Fourier en la espectrometría infrarroja, obligando con ello 

a una revisión seria de muchos de los métodos de análisis que se utilizan en la 

actualidad.  
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Sin embargo, con el uso de equipos dispersivos es posible la adquisición del 

espectro de absorción a partir de diseños de sistemas en los que se utilice el 

análisis en flujo. En estos diseños la muestra y los reactivos son transportados 

separadamente, impulsados por una bomba peristáltica y a un flujo constante 

hasta un punto donde convergen y se produce la reacción. El espectro de 

absorción 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 información 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 

detección espectroscópica FT-IR es usada como técnica de rutina en 

cromatografía de gases, su uso en cromatografía líquida, en análisis por 

inyección en flujo (FIA) o análisis por inyección 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 absorción 

del agua, ii) la baja sensibilidad comparada con otras técnicas como UV-V o 

fluorescencia, iii) la espectrometría FT-IR no es considerada una técnica de 

detección valiosa, iv) los problemas que surgen de obtener información 

adecuada a partir de señales transitorias de muestras inyectadas y fil1almente 

v) son muy pocos los químicos analíticos y por ende los laboratorios de química 

analítica que emplean la instrumentación FT -IR.  

Los desarrollos metodológicos que se han propuesto en los últimos 15 años, 

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 

análisis, iv) una vigilancia continua de la línea base y la determinación exacta 

del máximo de absorción y v) determinación simultánea de una serie de 

compuestos en la misma muestra (11).  

En los últimos 8 años el grupo de Miguel de la Guardia (8, 18-27) ha hecho 

desarrollos metodológicos muy interesantes con generación de fases gaseosas 
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y espectrometría FT-IR. Estos se basan en la generación en línea de una fase 

de vapor a partir de muestras líquidas o sólidas mediante una simple 

volatilización de la muestra o una reacción química. Estos desarrollos han sido 

utilizados para determinar alcoholes en muestras de solventes orgánicos como 

cloroformo, estabilizados con alcohol (8), en sangre (18), productos cosméticos y 

bebidas alcohólicas (21). Otros han permitido el análisis de solventes de pinturas 

y gasolinas (22, 23) así como el análisis de solventes de pinturas y gasolinas (22, 

23) así como el análisis de carbonatos en aguas sedimentos y apatitas 

carbonatadas (24-27). Los trabajos mas recientes en cuanto a generación de 

fases gaseosas son los reportados por Gallignani y colaboradores (28-29) quienes 

desarrollaron el acoplamiento del análisis en flujo con generación de hidruros, 

utilizando la espectrometría IR-TF como forma de detección para la 

determinación de algunos elementos formadores de hidruros.  

El principal objetivo de este trabajo es desarrollar diversos métodos de análisis 

fundamentados en el acoplamiento del Análisis en Flujo (AF) utilizando la 

espectroscopia de absorción molecular (EAM) en el ultravioleta - visible y la 

espectrometría IR-TF como forma de detección para la determinación de 

piruvato y nitrito en muestras reales.  
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CAPÍTULO 1 
DETERMINACIÓN ESPECTROFOTOMETRICA DE PIRUVATO EN 

CEBOLLA EN UN SISTEMA EN FLUJO, ASISTIDO POR RADIACIÓN DE 
MICROONDAS 
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RESUMEN  

En el presente trabajo se desarrolla un sistema acoplado de análisis en flujo, 

con irradiación de microondas y detección espectrofotométrica para la 

determinación de piruvato en cebollas. La determinación de piruvato se 

fundamenta en la reacción de derivatización de la 2,4-dinitrofenilhidracina 

propuesta por Schwimmer y Weston (6). La reacción es catalizada térmicamente 

en línea mediante el uso de radiación de microondas. El criterio de medida 

utilizado fue la absorbancia a 445 nm corregida (mediante la línea 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 dinámico (5 - 35 

mg piruvato l-1), el límite de detección (3σ, 0,16 mg l-1) la reproducibilidad (< 2 

%, DSR), los porcentajes de recuperación cuantitativos obtenidos a partir de 

licuados de cebollas fortalecidos con una solución de piruvato (96 - 102 %), así 

como la frecuencia de análisis, son realmente adecuados para la determinación 

rutinaria de piruvato en muestras de cebollas.  
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1 INTRODUCCIÓN 

El sabor picante de la cebolla es la principal característica que explica su gran 

popularidad. La cebolla (allium cepa) es un importante vegetal del genero 

Allium y tiene una amplia aplicación en todo el mundo como condimento en la 

preparación de alimentos. Una fracción importante de toda la cebolla que se 

produce a nivel mundial, se utiliza industrialmente para la producción de 

productos alimenticios, así como ingredientes culinarios. Sin embargo durante 

su producción comercial, se generan cantidades significativas de desechos; los 

cuales consisten en el tope, la base, la capa más externa (concha) y la capa 

exterior más fresca. Con vistas a aprovechar este material, algunas empresas 

se han dedicado a la explotación de estos desechos como fuente de 

ingredientes alimenticios, entre los cuales destaca la obtención de aceites y 

esencias que se utilizan como aditivos del sabor (1). 

 

Tanto el olor como el sabor que las caracterizan, se produce solo después de 

la destrucción de su tejido, debido al rápido catabolismo que produce la acción 

de la enzima allinasa sobre un grupo de compuestos endógenos (sulfóxido de 

alquenil cisteina) que son los responsables del olor y sabor característicos de 

éstas (1-4). En esta reacción, se producen: amonáaco, piruvato y una variedad 

de compuestos volátiles y no volátiles de azufre. La Figura 1 ilustra la reacción 

particular para el compuesto sulfóxido de trans-(+)-S-(1-propenil-)-1-cysteina 

que es el componente mayoritario en la cebolla y el precursor del factor 

lacrimógeno (ácido 1-propenilsulfenico o S-oxido tiopropanal) característico (5). 
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El picante de la cebolla puede ser determinado midiendo alguno de los 

productos de la reacción por cromatografía de gases (CG), cromatografía 

líquida de alta resolución (HPLC) o por métodos espectrofotométricos (7). 

Mientras que el sabor puede ser determinado midiendo los precursores del 

sabor utilizando HPLC o CG (1) o midiendo la actividad enzimática de la allinasa 
(4). 

El análisis de piruvato, como una forma de evaluación de algunas 

características de sabor y picor, resulta realmente competitivo frente al análisis 

directo de los precursores del sabor o de algunos de los componentes volátiles 
(1) La determinación espectrofotométrica de los piruvato presentes en la 

cebolla, se basa esencialmente en tres métodos (6):  

Un primer método (A), se basa en la oxidación del nucleótido de la 

difosfopiridina reducido (DNPH) por acción del piruvato proveniente de la 

cebolla, en presencia de un exceso de deshidrogenasa láctica cristalina. Se 

mide la disminución de absorbancia a 340 nm debida a la oxidación de DNPH 
(6). Este método ha sido automatizado en un sistema de análisis por inyección 

en flujo con detección espectrofotométrica ( 8).  

Un segundo método (B) se fundamenta, en la reacción de derivatización del 

piruvato con la 2,4, dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH) descrita en 1961 por 

Schwimmer y Weston (6) (ver Figura 2). El producto de reacción (la 2,4-

dinitrofenil hidrazona del ácido pirúvico) presenta un máximo de absorción 

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 lml del filtrado de la muestra de cebolla (que contiene al piruvato), 1 ml de 

2,4-DNPH 0.0125 % (p/v) en 2 N HCI 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 señal de background que se genera por la presencia de carbonilos no 

pirúvico, presentes en la cebolla (2).  

Un tercer método (C) evalúa la concentración de la 2,4 dinitrofenilhidrazona del 
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ácido pirúvico, después de una etapa de extracción en la cual se elimina el 

exceso de 2,4-DNPH y la 2,4dinitrofenilhidrazona proveniente de carbonilo no 

pirúvico. Para esto, el jugo de la cebolla diluido en 50 mI 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 solución se le hacen tres extracciones sucesivas con 25 ml de acetato de 

etilo. La capa acuosa se desecha y extracto de orgánico, se trata con 3 

porciones de 10 mI de NH4OH 2 N. A continuación se desecha la capa de 

acetato de etilo y la porción amoniacal, se trata con 10 mI de acetato de etilo. 

Posteriormente el extracto amoniacal se usa para la determinación, diluyéndolo 

hasta 50 mI. Se toma 1 mI de esta solución y se lleva a 10 mI con amonio 2N. 

Finalmente, se mide en forma selectiva la absorbancia de la 2,4-

dinitrofenilhidrazona del ácido pirúvico a 370 nm. Para la calibración, se utiliza 

un estándar de 2,4-dinitrofenilhdrazona del ácido pirúvico recristalizado (212°C) 

y disuelto en amonio 2 N.  

 

El mecanismo mediante el cual se lleva a cabo la reacción (Ver Figura 2), 

consiste en una adición nucleofílica del compuesto nitrogenado básico al 

carbono carbonílico, seguida por una reacción de eliminación con salida de una 

molécula de agua. El pH juega un papel muy importante en esta reacción, ya 

que la protonación del oxígeno carbonílico hace al carbono correspondiente 

más susceptible al ataque por el nucleófílo. Por tanto, en lo que respecta al 

compuesto carbonilo, la adición 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 
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modo que pierde su carácter nucleofílico. En consecuencia, las condiciones 

óptimas de reacción, resultan de una situación de compromiso (9).  

En nuestro conocimiento, no existe ningún precedente bibliográfico sobre la 

determinación de piruvato en un sistema automatizado de Inyección en Flujo 

con detección espectrofotométrica y menos aún con corrección simultánea del 

banco químico y de la muestra.  

El presente trabajo tiene por objeto desarrollar un procedimiento automatizado 

y simple, basado en la reacción de derivatización propuesta por Schwimmer y 

Weston, con prestaciones analíticas adecuadas para el análisis rutinario de 

piruvato en muestras de cebolla. El método se fundamenta en el acoplamiento 

de un sistema de flujo, asistido por radiación de microondas, con detección 

espectrofotométrica.  

La mayor ventaja del método propuesto, consiste en que con una sola 

introducción de la muestra se logra la corrección simultánea del background 

que proviene del exceso estequiométrico de la 2,4-DNPH utilizado, así como de 

la 2,4-dinitrofenilhidrazona proveniente del carbonilo no pirúvico de la muestra.  

 

2 PARTE EXPERIMENTAL  

2.1 Instrumentación  

La Figura 3 presenta el diagrama esquemático del montaje de Análisis en Flujo 

(FA) asistido por radiación de microondas (HM) y con detección 

espectrofotométrica utilizado en el presente trabajo. Consiste básicamente en 

una serie de canales (C1-C3, C'1-C'3) propulsados por dos bombas peristáltica 

programables (P1 y P2) de cuatro canales Ismatec IPC, cuatro serpentines de 

mezcla (R1,R'1,R4,R'4), un horno de microondas (HM), dos serpentines de 

reacción (R2 y R'2), dos serpentines de enfriamiento (R3 y R'3), un baño de 

agua/hielo y un detector Uv-Visible.  
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Las medidas de absorbancia se obtuvieron con un espectrofotómetro de 

absorción molecular Ultravioleta-Visible de doble haz Perkin Elmer, modelo 

Lambda 20, equipado con dos celdas de flujo con un paso óptico de 1 cm y 160 

µl 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 radiación de microondas, se utilizó un horno de microondas 

focalizado Prolabo (HM), modelo 301, con un intervalo de potencia 

comprendido entre 10 y 200 W (frecuencia máxima 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 reacción de adición. El baño de 

agua/hielo se colocó a la salida del HM, con el objeto de enfriar la efluentes 

calientes del mismo y de esa forma evitar la formación de burbujas en solución 

y fluctuaciones o turbulencias en el flujo. En la Tabla 1 se resumen las 

condiciones espectroscópicas y del sistema de análisis en flujo utilizadas en el 

presente trabajo.  

En los estudios preliminares se utilizaron celdas estándar de cuarzo de 1 cm de 

paso óptico, así como un baño termostatizado GCA/Precision Scientific, Modelo 

253.  
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2.2 Reactivos  

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analítico y el agua utilizada fue 

purificada en un sistema Milli-Q TOC (Millipore). En el resto del trabajo se 

designará como agua DI.  

Se preparó una solución patrón de 500 mg piruvato l-1, a partir de piruvato de 

sodio (C3H3O3Na) 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 solución de 2,4-dinitrofenilhidracina (C6H6N4O4) (Riedel-de Haën) de 1000 

mg l-1 se preparó diariamente pesando exactamente 0,2500 g del reactivo. Este 

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

La solución de NaOH 1M se preparó pesando exactamente 10,110 g del 

reactivo (98.9% de pureza) (ANALAR) y llevando a un volumen de 250 ml con 

agua DI previamente descarbonatada.  
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2.3 Preparación de las muestras y blancos  

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

comercializan en diversas regiones del país.  

Para la preparación de las muestras, inicialmente se eliminan previamente las 

hojas externas. A continuación 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 

licúa con 50 mI 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 
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máxima producción de piruvato (1,4). A continuación, la mezcla de pulpa y jugo 

se filtra con papel Watman N° 50, se toman 5 mI del filtrado y se diluyen a un 

volumen final de 50 mI con agua DI. De esta forma la solución resultante está 

lista para el análisis. El procedimiento se realiza en forma análoga en otros dos 

cuartos para de esa forma realizar el análisis por triplicado.  

2.3.2 Blanco de las muestras  

La preparación del blanco de la muestra se fundamenta en la desactivación de 

la enzima allinasa. En la literatura existen dos procedimientos descritos para 

cumplir con ese objetivo: (A) Tratamiento de la muestra con ácido 

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

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

mI de ácido tricloroacético 5 % (p/v). Posteriormente se sigue el mismo 

procedimiento descrito para la muestra.  

Procedimiento B: En un vaso precipitado, se coloca un cuarto de la cebolla, 

previamente pesada y envuelta en papel para film. A continuación se introduce 

en un horno de microondas convencional a una potencia de 70 Watios durante 

tres minutos. A continuación se licúa con 50 mI 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 refrigeración hasta el momento del análisis, y son 

estables por un período de 1 semana.  

2.4 Procedimiento  

Inicialmente se calibra el cero instrumental haciendo un barrido de agua vs 

agua. A continuación 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 operación indicadas en la Tabla 1. En esta etapa inicial 

en el canal de la muestra (C1) y del blanco de la muestra (C'
1), se coloca agua, 

y de esta forma se verifica el cero instrumental bajo las condiciones de trabajo.  
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La muestra (estándares) y la solución ácida de 2,4-DNPH propulsados a través 

de los canales C1 y C2 por la bomba peristáltica P1 a una velocidad de flujo de 

2,5 mi min-1 se mezclan por el serpentín de reacción R1. A continuación, la 

solución resultante fluye en forma continua a través del serpentín de reacción 

(R2) insertado dentro de la cavidad activa del horno de microondas focalizado, 

en donde se acelera el proceso de incubación de la reacción. El afluente 

caliente continua su trayectoria pasando por el serpentín R3 colocado en un 

baño de agua/hielo con el objeto de enfriar a la solución. Por último, la solución 

resultante se mezcla en R4 con la solución 1M de NaOH, propulsada por la 

bomba peristáltica P2 a través del canal C3 a una velocidad de flujo de 5 mI min-

1. La solución continúa su trayectoria hacia la celda de flujo colocada a la 

entrada del detector.  

En forma paralela y simultánea, el blanco de la muestra sigue exactamente los 

mismos pasos en el montaje a través del circuito formado por C'1, C'2, C'3, R'1, 

R'2, R'3 y R'4 para pasar en forma continua por la celda de flujo de referencia.  

En el procedimiento propuesto el espectro de absorción se realiza haciendo 

pasar en forma continua y simultánea 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 simultánea la corrección del blanco "químico" 

(exceso de 2,4-DNPH) y del carbonilo no pirúvico 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 adquisición del 

espectro de absorción. 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 análisis por triplicado es 

aproximadamente de 2,5 minutos.  

3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

3.1 Estudios preliminares  
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El procedimiento sugerido por Schwimmer y Weston (6) para la determinación 

especotrfotométrica de piruvatos es engorroso, involucrando diversas etapas 

como se indica a continuación:  

1) El pre tratamiento de la muestra.  

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

3) Incubación de la solución resultante por 10 minutos a 37°C.  

4) Alcalinización de esta solución con NaOH.  

5) Medida espectrofotométrica de la solución 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 análisis en flujo con detección espectrofotométrica, se realizaron estudios 

preliminares relativos al comportamiento de absorción de los reactivos y 

productos de reacción bajo estudio. Estas experiencias se llevaron a cabo en 

"batch", utilizando celdas estándar de cuarzo de 1 cm de paso óptico y con una 

velocidad de barrido de 480 nm min-1.  

3.2 Estudio del comportamiento de absorción de los reactivos y 
productos de reacción  

En la Figura 4 se presentan los espectros de absorción de los diversos 

reactivos involucrados en la reacción en el intervalo comprendido entre 300 y 

700 nm, utilizando agua como referencia. Las Figura 4a y 4b muestran el 

comportamiento de absorción de soluciones de 125 mg 2,4-DNPH l-1, 

preparadas en medio ácido (HCI 1M) y alcalinizada con NaOH 1M 

respectivamente. La solución ácida (4a) presenta una absorción continua por 

debajo de los 500 nm, con un máximo definido en 340 nm, mientras la solución 

alcalina (4b) muestra un máximo de menor intensidad en 370 nm, y una 

segunda absorción intensa centrada por debajo de los 300 nm. Por su parte, 

las soluciones de NaOH, HCI, y de 20 mg piruvato l-1 (en medio ácido y 

alcalino) son totalmente transparentes en esa región espectral estudiada.  
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En la Figura 5-1 a 5-IV se muestran en forma comparativa los espectros de 

absorción de: (a) el producto de reacción, (b) la 2,4-DNPH alcalinizada y (c) la 

substracción de ambos. En esta experiencia se mantuvo constante la 

concentración de piruvato en 20 mg l-1, mientras que la concentración de 2,4-

DNPH, se varió entre 0 y 2000 mg l-1. De esta Figura se desprenden las 

siguientes conclusiones:  

1. En todos los casos estudiados, la 2,4-DNPH absorbe a la longitud de 

onda de máxima absorción del producto de reacción.  

2. El máximo de absorción del producto de reacción se desplaza a 

menores longitudes de onda, al aumentar la concentración de 2,4 

DNPH.  

3. La substracción de ambos espectros corresponde al espectro de 

absorción real del producto de reacción (sin contribución del 2,4-DNPH), 

con un máximo de absorción definido en 445 nm.  

Para corroborar la última aseveración, se compararon los espectros logrados 

mediante esta opción del software del equipo (substracción de espectros) con 

aquellos obtenidos utilizando la 2,4-DNPH alcalinizada como referencia. En 

ningún caso se observó una diferencia significativa.  
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3.3 Criterio de la medida instrumental  

El criterio de medida seleccionado fue la absorbancia a 445 nm, corregida por 

la línea de base establecida entre 300 y 700 nm del espectro de absorción 

obtenido en el doble sistema de flujo descrito en la sección anterior (Ver Figura 

5IV). En la sección 3.4.3.1, se discute la selección de la línea de base.  

3.4 Espectros de absorción obtenidos en un sistema de flujo continuo  

En esta sección se contrastaron los espectros de absorción obtenidos mediante 

un sistema de flujo para una solución de 20 mg piruvatos l-1 y de 1000 mg 2,4-

DNPH l-1 con el correspondiente obtenido en un procedimiento clásico en 

"batch". La velocidad de barrido se varió entre 60 y 1920 nm min-1 y el flujo de 

la solución entre 4 y 12 mI min-1. En esta experiencia, se utilizó como 

referencia la solución alcalinizada de 2,4-DNPH en las mismas condiciones, 

colocada en una celda estándar de cuarzo de 1 cm de paso óptico. En ningún 

caso se observó una diferencia significativa entre los espectros.  
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Por último se estudió el espectro de absorción de la misma solución, pero en 

esta ocasión haciendo pasar en forma simultánea y en las mismas condiciones 

de flujo, a la solución de 2,4-DNPH alcalinizada a través de otra celda de flujo, 

utilizada como referencia. En esta experiencia se utilizó una velocidad de 

barrido de 480 nm min-1 y el flujo total se varió entre 4 y 12 mI min-1, 

encontrándose en todos los casos resultados consistentes.  

Estos resultados permiten sustentar la propuesta del presente trabajo, en la 

cual la utilización de un sistema paralelo y simultáneo de flujo continuo para la 

muestra y el blanco de la muestra, permite realizar la determinación 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 

"pirúvico" presentes en la muestra.  

3.5 Optimización de los parámetros del sistema acoplado propuesto de 
análisis en flujo con detección espectrofotométrica  

El sistema acoplado de análisis en flujo con detección espectrofotométrica 

propuesto involucra la optimización de diversos parámetros de tipo fisico, 

químico y espectroscópico. Los parámetros fisicos se relacionan con el montaje 

propuesto, los químicos a la reacción que se desarrolla, mientras que los 

espectroscópicos se refieren a parámetros instrumentales y al criterio de 

medida seleccionado.  

La optimización del sistema se llevó a cabo por el método univariado (un 

parámetro a la vez). Sin embargo, tras cada optimización se revisaba el 

sistema general, vetificando la validez de cada parámetro seleccionado.  

3.5.1 Parámetros Físicos  

En este trabajo se estudiaron diversas configuraciones, diámetros de tubería, y 

flujos, con el fin de automatizar de una forma simple el procedimiento descrito 

por Schwimmer y Weston. La Tabla 1, resume las condiciones óptimas 

seleccionadas, con vistas a presentar un método de análisis con características 
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analíticas adecuadas para llevar a cabo la determinación de piruvatos en 

muestras de cebolla.  

3.5.2 Parámetros espectroscópicos  

Entre los parámetros espectroscoscópicos que se deben seleccionar se 

encuentran el intervalo espectral, la velocidad de barrido, la resolución y el 

criterio de medida. La selección de algunos de estos tópicos se discutió en los 

estudios preliminares. Las condiciones de operación se resumen en la Tabla 1.  

3.5.3 Parámetros químicos  

Entre los parámetros de tipo químico que s~ deben optimizar se encuentran la 

concentración de HC1, 2,4-DNPH, NaOH, el pretratamiento de la muestra y las 

condiciones de la catálisis térmica por irradiación de microondas.  

3.5.3.1 Efecto de la concentración de 2,4-DNPH y de HCl  

La presencia de ácido clorhídrico en la solución de 2,4-DNPH es necesaria, ya 

que aumenta la solubilidad de esta en la solución, y al mismo tiempo 

proporciona las condiciones adecuadas para que se produzca la adición 

nucleofilica sobre el carbono carbonílico del piruvato. La Figura 6 muestra el 

efecto que presenta sobre la señal instrumental de una solución de 20 mg 

piruvatos l-1, la concentración de HCl presente en soluciones de 1000 mg l-1 de 

2,4-DNPH. El intervalo estudiado fue de 0,25 a 2 M. En ella se observa que la 

señal analítica disminuye con la concentración a lo largo del intervalo 

estudiado. Este comportamiento probablemente se deba a la protonación del 

grupo amino de la 2,4-DNPH, que hace menos probable el ataque nucleofilico. 

Se seleccionó un valor de 1M, ya que en estas condiciones la solubilidad de la 

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

La Figura 7 muestra el efecto de la concentración de 2,4-DNPH sobre la señal 

analítica de 20 mg piruvatos l-1. La señal analítica aumenta con la 

concentración de 2,4-DNPH en el intervalo de 0 a 300 mg l-1 (n2,4-DNPH / nPiruvatos 

= 6,6), y a partir de esa concentración la señal alcanza un plateau, indicando 
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que la reacción ha llegado a su terminación. Se seleccionó una concentración 

de 2,4-DNPH de 1000 mg l-1 para el resto del trabajo, ya que de esa forma se 

asegura un adecuado exceso estequiométrico del reactivo para todas las 

muestras y soluciones del calibrado. Es requisito realizar la corrección de la 

absorbancia mediante una línea de base establecida entre 300 y 700 nm para 

corregir los desplazamientos en la línea de base.  

 

3.5.3.2 Efecto de la concentración de NaOH  

En esta sección se estudió el efecto de la concentración de NaOH en el 

intervalo de 0 a 3 M sobre la señal analítica de una solución de 20 mg piruvatos 

l-1. Los resultados se presentan en la Figura 8 y en ella se observa que la señal 

analítica crece con la concentración de OH¯ en la región comprendida entre 0 y 
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0,8 M, ya partir de ese valor alcanza un valor constante en el resto del 

intervalo. Se seleccionó una concentración de NaOH 1M para el resto del 

trabajo.  

 

3.5.3.3 Optimización de los caudales de las soluciones.  

Los estudios preliminares indicaron claramente que el espectro de absorción no 

se ve afectado por la velocidad de barrido espectral, ni por el caudal de la 

solución resultante que entra a la celda de flujo en el intervalo comprendido 

entre 4 y 12 mI min-1. Por lo tanto la selección 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 Catálisis térmica. Efecto de la potencia de la radiación del horno de 
microondas.  

La reacción 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 reacción a 35 - 40° 

por varios minutos para acelerada (4).  

La Figura 9 muestra el comportamiento de la señal analítica de una solución de 

piruvato de 20 mg l-1 con el tiempo para diversas temperaturas. A temperatura 

ambiente (curva 1) la reacción tarda cerca de 20 minutos en alcanzar su 

culminación. A 37 °C (entre 35 y 40), la señal analítica crece con el tiempo 
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hasta los seis minutos y a partir de allí se mantiene constante (curva 2). Para 

temperaturas superiores a 50°C la señal analítica crece con el tiempo, 

alcanzando la señal de referencia a los 4 minutos y permaneciendo constante 

hasta aproximadamente los 6 minutos. Sin embargo, para tiempos mayores la 

curva sufre una inflexión y la señal decrece con el tiempo, lo que parece sugerir 

la descomposición del producto de la reacción. Se repitió la expenencia, pero 

en esta ocasión se utilizó una muestra real de cebolla, encontrándose los 

mismos resultados.  

La radiación de microondas ha sido extensamente utilizada en la química 

analítica con la finalidad de acelerar reacciones químicas (10-14) 

La selección de las condiciones generales de operación del horno de 

microondas es crítico, ya que deben propiciar un medio adecuado para la 

catálisis térmica, pero evitando condiciones de sobrecalentamiento que pueden 

producir perturbaciones en el flujo, la formación de burbujas de gas dentro de la 

tubería o la descomposición misma del producto de reacción.  

Los parámetros que están involucrados en esta etapa son: (i) El caudal de la 

solución que entra en los serpentines de reacción (R2 y R'2) (2,4-DNPH + 

Muestra), (ii) La longitud y diámetro interno del serpentín de reacción, (iii) El 

tiempo de residencia, que es la resultante de las condiciones anteriores y (iv) 

La potencia de operación del horno de microondas.  

Las condiciones de trabajo seleccionadas se resumen en la Tabla 1.  
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La Figura 10, muestra el comportamiento de la señal analítica de una solución 

de 20 mg piruvatos l-1 con la potencia del horno de microondas (curva a) 

utilizando un serpentín de teflón de 150 cm de longitud y 0,8 mm de diámetro 

interno como reactor (R2 y R'2). En ella se observa que la señal analítica crece 

con la potencia hasta un valor de 30 % de la potencia total, y se mantiene 

constante en el intervalo comprendido entre 30 y 50 %. Para valores superiores 

a 50 % se generan serios problemas de recalentamiento, que obligan a abortar 

la toma del espectro de absorción. La experiencia se repitió utilizando una 

muestra real de cebolla, observándose el mismo comportamiento (Figura 10 b). 

Sobre la base de estos resultados, se seleccionó un valor de 40 % para el resto 

del trabajo.  
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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 sección 2.3.1. El piruvato es el producto de una reacción 

enzimática. Por lo tanto, cabe esperar que se requiera de cierto tiempo para 

que la reacción llegue a su culminación, desde el momento en que la cebolla es 

cortada.  

En esta sección se estudió 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 

producción de piruvato. Los resultados obtenidos se ilustran en la Figura 11, y 

en ella se observa que la señal analítica 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 reacción enzimática alcanza su culminación.  

 

Figura 11 Efecto del tiempo de reacción en el desarrollo de piruvato.  

Estudios adicionales indican que el licuado de pulpa y jugo de cebolla, 

conservados en forma adecuada bajo refrigeración es estable por un periodo 

de 1 semana.  

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

C.C.Reconocimiento-No Compartir

www.bdigital.ula.ve



los procedimientos A y B descritos en la sección 2.3.2, encontrándose 

resultados similares. Debido al nivel insignificante de la señal del blanco 

encontrada en la mayoría de las muestras, se realizaron estudios fortaleciendo 

al blanco de la misma, con una solución de piruvato, encontrando en todos los 

casos resultados coincidentes y satisfactorios.  

El procedimiento A resulta más cómodo, y por esta razón se seleccionó para el 

resto del trabajo.  

3.6 Figuras de mérito para la determinación de piruvatos por el 
procedimiento propuesto  

En la Tabla 2, se resumen las características analíticas obtenidas para la curva 

de calibración de piruvato por el procedimiento propuesto. La calibración se 

realizó entre 0 y 35 mg piruvato l-1 bajo las condiciones de operación que se 

presentan en la Tabla 1 (Ver Figura 12). El límite de detección se estableció 

como la concentración de analito, cuya señal instrumental corresponde a tres 

veces la desviación estándar del blanco "químico". Por su parte el límite de 

cuantificación se estableció con un criterio similar, pero con una relación de 

diez.  
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3.7 Estudios de efecto de matriz  

Con el objetivo de establecer la presencia o ausencia de interferencias por 

parte de la matriz, se realizó un estudio de adición de estándar en la modalidad 

clásica de volumen de muestra constante, volumen de estándar variable y 

volumen final constante. Para ello se prepararon una serie de soluciones a las 

que se añadieron 2 mI de la muestra y cantidades conocidas de una solución 

estándar de 100 mg piruvato l-1.  

En la Figura 13, se presentan de manera comparativa las curvas que se 

obtuvieron para la curva de calibrado y la adición de estándar. Haciendo una 

comparación entre, las ecuaciones correspondientes, se puede observar que 

dichas pendientes no difieren significativamente.  

La prueba estadistica de significación (comparación de las medias), usando 

como hipótesis nula que las dos pendientes son iguales y con un nivel de 

significación de 5% (P=0.05), determinaron que no existen diferencias 

significativas entre los dos valores. Estos resultados, permitieron establecer la 

cuantificación de piruvato en cebolla mediante la interpolación de los valores de 

absorbancia de las distintas muestras en una curva de calibración realizada 

con estándares en medio acuoso.  
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Figura 13 Estudios de adición de estándar.  

3.8 Exactitud del procedimiento propuesto. Estudios de recuperación y 
análisis comparativos por métodos de referencia  

Para establecer inicialmente la exactitud del procedimiento propuesto, se 

realizaron diversos estudios de recuperación. Para esta experiencia, cada 

muestra fue analizada por cuadruplicado, tomando un volumen constante de 

muestra y adicionando concentraciones variables y conocidas de piruvatos 

para obtener una concentración final del analito añadido, entre 2 y 10 mg l-1. 

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 3 y en ellos se puede 

observar que en todos los casos el % de recuperación fue cuantitativo (96-102). 

Estos resultados revelan que el procedimiento propuesto, en general, se 

encuentra libre de errores sistemáticos.  

Para establecer de validez de la metodología propuesta, se analizaron 5 

muestras por nuestro método y por dos procedimientos descritos en la literatura 
(4,6). Los resultados obtenidos no muestran diferencias significativas como se 

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

varía 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 concentración de piruvato en 

cebolla encontrados en algunos trabajos. Es importante señalar que estos 

valores, corresponden a alguna parte de la cebolla; es decir, la base, la capa 

mas externa, el centro, etc.; así como también dependen de las condiciones de 
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almacenamiento. Debido a esto, es difícil establecer una comparación ya que 

las muestras analizada en el presente trabajo, no se les conoce las condiciones 

de almacenamiento, ni tampoco se realizaron estudios tomando en 

consideración la zona de la muestra. Sin embargo, si se establece una 

comparación de manera global, se puede decir que el contenido de piruvato 

encontrado en las muestras analizadas están en el orden de concentración a 

los reportados en la literatura.  

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

En el presente trabajo se desarrolló un método automatizado para la 

determinación de piruvato en cebollas basado en la reacción de derivatización 

de la 2,4 dinitrofenilhidracina propuesto por Schwimmer y Weston. El sistema 

desarrollado utiliza un sistema de flujo con detección espectrofotométrica y 

catálisis térmica por radiación de microondas.  

La metodología propuesta reduce en forma considerable los tiempos de 

análisis, ya que su diseño permite:  

1) Realizar la incubación de la reacción entre los piruvatos y la 2,4-DNPH en 

línea, asistida por radiación de microondas.  

2) Con una sola introducción de la muestra (y del blanco de la muestra) realizar 

el análisis con corrección simultánea del blanco químico (exceso de 2,4-

DNPH) y del blanco de la muestra (carbonilo no pirúvico presentes en la 

muestra).  

3) Con una sola introducción de la muestra realizar el análisis por triplicado  

Los estudios de adición de estándar y de recuperación realizados, así como los 

análisis comparativos de diversas muestras con métodos de referencia, indican 

que el procedimiento propuesto está libre de interferencias.  

Las caracteristicas analíticas del procedimiento propuesto en cuanto a intervalo 

dinámico, límite de detección y frecuencia de análisis lo hacen adecuado para 

el análisis rutinario de piruvatos en muestras de cebollas.  

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

general están presentes en los métodos manuales.  

El principio del método propuesto, puede ser fácilmente incorporado en 

laboratorios con dotación limitada. En este caso, puede realizarse la incubación 

de la muestra en forma manual y trabajar con un montaje simple para la 

alcalinización del incubado y su detección espectrofotométrica.  
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El estudio espectroscópico del sistema conduce a la posibilidad de utilizar otros 

criterios de evaluación que serán explorados en otro trabajo.  
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CAPÍTULO 2 

REVISIÓN DE LOS MÉTODOS DE ANÁLISIS DE NITRITO BASADOS EN LA 
ESPECTROSCOPIA DE ABSORCIÓN MOLECULAR EN EL ULTRA 

VIOLETA-VISIBLE 
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RESUMEN  

En el presente trabajo se hace una evaluación acerca de los diversos 

procedimientos analíticos que existen en la literatura especializada para la 

determinación de nitritos por Espectroscopia de Absorción Molecular en el 

Ultravioleta Visible. Los procedimientos analíticos para la cuantificación de este 

ión se pueden agrupar en tres grandes bloques, a saber: Métodos basados en 

la reacción de Griess-Ilosvay, Métodos Cinéticos y Métodos basados en el uso 

de nuevos reactivos. Las características analíticas de estos procedimientos -en 

cuanto a su sensibilidad, límite de detección, rapidez, reproducibilidad etc., 

varían en forma considerable. Las razones principales son: la gran variedad de 

reactivos que pueden ser utilizados en cada uno de éstos, así como también el 

acoplamiento de técnicas y las diferentes configuraciones de los sistemas 

utilizados.  
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1 INTRODUCCIÓN  

La presencia de nitritos en el medio ambiente tiene distintas fuentes naturales, 

las cuales son una consecuencia directa del ciclo del nitrógeno. En aguas 

subterráneas y superficiales la nitrificación puede incrementar los niveles del 

ión hasta alcanzar valores que oscilan entre 200-1500 µg l-1(1)  

En la industria alimenticia el nitrito de sodio se usa como aditivo en las 

charcuterías y salazones, en donde cumple algunas funciones, entre las cuales 

se pueden destacar:  

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

que es responsable del color de los productos de charcuteria.  

- Contribuye a la formación del aroma y sabor de los productos de charcutería.  

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

produce el envenenamiento potencialmente fatal conocido como botulismo (2).  

Su toxicidad está principalmente relacionada con su participación directa en la 

oxidación férrica de la hemoglobina (Hb) normal, a matahemoglobina (metHb); 

la cual es incapaz de transportar el oxígeno a los tejidos. Cuando la cantidad 

de metHb es 10% superior a la Hb se observa una manifestación clínica, 

conocida como metahemoglobinemia, que produce cianosis y en mayores 

concentraciones conduce a la asfixia (1).  

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 cancerígenos y mutagénicos (3) .El 

origen de estos productos puede ser exógeno-vegetales, alcoholes, productos 

sintéticos, cigarrillos, etc.- o endógenos -formación in vitro-. En este último 

caso, su formación en el organismo se hace a partir de aminas o ami das que 

se encuentran en la alimentación -pescados, conservas, etc.-, o que pueden 

metabolizarse a partir de las sustancias químicas de síntesis -medicamentos, 
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etc.-. Las nitrosaminas producen un efecto carcinogénico en el hígado, 

esófago, en el sistema respiratorio y riñones. Por su parte, las nitrosamidas 

afectan el sistema nervioso periférico y central y a los órganos del sistema 

gastrointestinal. Sin embargo, los ensayos realizados con distintos compuestos 

N-Nitroso en distintas especies animales incluidos los primates, señalan 

diferencias entre especies en la respuesta a estos compuestos. Estos 

resultados muestran la dificultad de atribuir con certeza una respuesta 

neplásica específica en el hombre a un determinado compuesto N-Nitroso. En 

cuanto a los efectos mutagénicos, Magee y col. (4) y Montesano y col. (4) 

demostraron que casi todas las nitrosamidas son mutagénicas con casi todos 

los indicadores genéticos, circunstancia que se atribuyó a la formación no 

enzimática de reactivos alquilizantes. Por otro lado, Pasternak (4) notificó que 

las nitrosaminas tenían una amplitud mucho más limitada de actividad 

mutagénica en ensayos realizados con Drosophila Melanogaster. Por esto, las 

limitaciones actuales respecto a los datos disponibles sobre dósis-respuesta en 

animales y su interpretación, y el conocimiento inadecuado del mecanismo 

biológico de las carcinogénesis, impiden una estimación cuantitativa del riesgo 

para el hombre que pueda estar asociado con las distintas exposiciones a los 

compuestos N-Nitroso. Sin embargo, estudios de laboratorio realizados por 

Terracini y col. (4) 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 peIjudicial sobre la salud que tienen los nitritos, algunos 

organismos han establecido límites de tolerancia de este ion en fuentes 

alimenticias yaguas. En la Tabla 1, se presentan los niveles de concentración 

máximos admisibles para este ión en aguas potables, emitidas por algunas 

organizaciones internacionales competentes para países europeos y 

latinoamericanos, entre ellos Venezuela (5-7)  

Tabla 1. Límite de concentración máximo permitido para nitritos en aguas 

potables, emitidos por los países de Norteamérica, la Unión Europea y 

Latinoamérica en mg l-1.  
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Sin embargo, el exagerado uso de nitrito como aditivo en la preservación de 

alimentos, como fijador de los colores y como un inhibidor de la oxidación en 

procesos industriales, hace que los niveles de éste, en ciertas aguas, 

sobrepasen estos límites.  

Existe un gran número de métodos que permiten determinar la cantidad de esta 

especie en fluidos biológicos, alimentos y muestras ambientales. Entre estos, 

se pueden mencionar aquellos que utilizan técnicas Electroquímicas (8), como 

la polarografia de pulso diferencial, voltametría cíclica, potenciometría o 

cronoamperometria, Métodos cromatográficos (9-11), como cromatografia iónica 

con detección por conductividad, detección UV o cromatografia de gases con 

detección por ionización en llama (GC-FID), y aquellos que se basan en el uso 

de técnicas Espectroscópicas, como Espectroscopia de Absorción Molecular en 

el ultravioleta visible, Fluorescencia o Quimioluminiscencia Molecular (12-14,24-29).  

El presente trabajo, tiene como objetivo hacer una revisión de los métodos de 

análisis para la determinación de nitrito en diversas matrices, que utilizan a la 

por Espectroscopia de Absorción Molecular en el Ultravioleta-Visible (Uv-V) 

como forma de detección.  
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2 MÉTODOS DE ANÁLISIS DEL IÓN NITRITO BASADOS EN LA 
ESPECTROSCOPIA DE ABSORCIÓN MOLECULAREN EL ULTRAVIOLETA-
VISIBLE.  

2.1 Absorción natural del ion nitrito  

El nitrito, presenta una absorción natural en la región 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 máximo en 354 nm. La caracterización 

analítica de estas bandas se presenta en la Tabla 2. La banda de 209 nm es 

muy intensa; sin embargo, debido a las múltiples interferencias en esta zona 

espectral, es poco útil desde el punto de vista experimental. Por otra parte, la 

sensibilidad que proporciona la banda de 354 nm, es poco adecuada para la 

determinación de NO2
¯ en la mayoría de las matrices de interés. Esto ha 

conducido a la búsqueda de formas alternativas mucho más sensibles que 

permitan la determinación de este ion a niveles de concentración muchos mas 

bajos que los proporcionados con el uso de estas bandas.  
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Los métodos de análisis fundamentados en esta técnica instrumental se 

pueden agrupar en tres grandes bloques:  

Métodos Basados en la Reacción de Griess-Ilosvay.  

Métodos Cinéticos.  

Métodos Basados en el Uso de Nuevos Reactivos.  

2.2 Métodos basados en la reacción de Griess-Ilosvay  

La gran mayoría de los métodos espectrofotométricos que se han desarrollado 
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para la determinación de nitrito tienen su base en la reacción de Griess-Ilosvay 
(16). Esta reacción involucra la diasotización en medio ácido de una amina 

aromática primaria con el anión, para generar una sal de diazonio; seguida por 

una reacción de acoplamiento con una amina aromática o un fenol. En esta 

última etapa se produce un compuesto "azo", que generalmente presenta una 

intensa absorción en el visible.  

Jay B. Fox, Jr. (16), realizó un estudio sobre la cinética y el mecanismo de la 

reacción de Griess. Los resultados de ese estudio determinaron que la cantidad 

del azocompuesto formado por la reacción de una variedad de compuestos 

como la anilina y derivados de la naftilamina con los nitritos, depende de un 

gran número de factores; como son:  

-La clase y concentración del reactivo usado, incluyendo la posición del 

sustituyente en el anillo.  

-Combinaciones específicas y concentraciones relativas de la especie 

nitrosable y el reactivo de acoplamiento.  

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

amino. Reacciones paralelas del nitrito con el reactivode acoplamiento.  

-Formación de mas de un tipo de pigmento.  

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

de óxido de nitrógeno en el aire.  

-El pH y la temperatura.  

En todos los casos, los investigadores han intentado controlar el medio de la 

reacción. Sin embargo, el pH y la temperatura del medio siguen siendo los 

factores críticos.  

2.2.1 El mecanismo de la reacción de Griess-Ilosvay  

El mecanismo propuesto para la reacción de Griess-Ilosvay, que involucra la 
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formación de un azocompuesto del tipo (Ar-N=N-Ar), se desarrolla en varias 

etapas:  

1) Formación del ión nitrosonio (nitrosación).  

2) Formación de una sal de diazonio  

3) Formación del azocompuesto  

En la práctica el ión nitrosonio -electrófilo- se genera in situ por la reacción del 

nitrito de sodio en presencia de ácido clorhídrico Luego, la etapa de nitrosación 

consiste de un ataque electrofilico del +NO con desplazamiento del H+ en el 

sitio de mayor disponibilidad de electrones (en el nitrógeno de la amina 

aromática primaria) para producir la sal de diazonio. La etapa de formación del 

azocompuesto, consiste en una sustitución electrofilica aromática en la que ión 

diazonio es el reactivo atacante. La condición para que se produzca la reacción 

de copulación es que el anillo aromático que sufre el ataque por el ión diazonio 

debe contener un grupo de fuerte tendencia a liberar electrones (NH2, -OH). 

Por lo general, la sustitución se realiza en la posición para- con respecto al 

grupo activante (17),  
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2.2.2 Efecto del pH en la reacción de Griess-Ilosvay  

El pH del medio es uno de los factores más crítico s en esta reacción. Cuando 

la concentración 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:  

 

Por esta razón, es claro que la presencia de OH¯ tiende a convertir el ión 

diazonio, que copula, en compuestos que no lo hacen. Por consiguiente, en lo 

referente al reactivo electrofílico, la copulación 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 ácido la convierte en su ión, que debido a su carga 

positiva, es relativamente inerte ante la sustitución electrofílica aromática: 

demasiado, como para sea atacado por el ión diazonio débilmente electrofílico. 

Así, cuanto más alta la acidez, mayor será la proporción de amina que existe 

como ión, y por tanto menor la velocidad de copulación.  

 

Por otra parte, cuando el ión diazonio reacciona en medio acuoso con un fenol 

que es apreciablemente ácido; se encuentra en equilibrio con el ión fenóxido 

correspondiente:  

 

La carga negativa completa hace que el -O¯ sea mucho mas activante que el -
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OH, por lo que el ión fenóxido es mucho mas reactivo que el fenol no ionizado y 

por tanto, mas lenta la copulación. En consecuencia, desde el punto de vista de 

la amina y el fenol la copulación se favorece con una acidez baja. Así, las 

condiciones óptimas para la etapa de copulación son el resultado de un 

compromiso (17).  

2.2.3 Interlerencias en la reacción de Griess-Ilosvay  

Los métodos basados en la reacción de Griess se encuentran afectados por la 

presencia de iones. Los interferentes que han sido reportados con mas 

frecuencia, y que además suelen estar presentes en muestras reales son: el Cu 

(II) y Fe (II). Altas concentraciones de Cu (II), producen un efecto negativo 

sobre la señal de absorbancia del azocompuesto formado, ya que su presencia 

cataliza la descomposición de la sal de diazonio(18). En general, la salida que se 

le ha dado para minimizar estas interferencias catiónicas, es la adición de 

agentes complejantes tales como EDTA. Otra solución experimental que se ha 

propuesto para solventar los problemas de interferencias por cationes, consiste 

en pasar la muestra a través de una columna de intercambio catiónico antes de 

la reacción(15).  

También se ha reportado la interferencia negativa del I¯, debido a su reacción 

directa con el nitrito en medio ácido (19). Por todo lo expuesto, los desarrollos 

metodológicos deben incluir un estudio de interferentes. Generalmente, éstos 

se presentan en forma de niveles de tolerancia, que se definen en como la 

concentración de interferente que genera un cambio en la absorbancia del 

analito de ± 3% (20) o ± 5% (21).  

2.2.4 Sistemas de reactivos que se utilizan en la formación de 
azocompuestos (Reacción de Griess-Ilosvay)  

Las combinaciones de reactivos que han sido utilizadas con mas frecuencia 

para desarrollar la reacción de Griess son:  

- Sulfanilamidaldihidrocloruro de N-(l-naftil) etilendiamina.  
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- 3-nitroanilina Idihidrocloruro de N-(l-naftil) etilendiamina.  

- 4-nitroanilinaldihidrocloruro de N-(l-naftil) etilendiamina o l-naftol.  

- Otras combinaciones.  

2.2.4.1 Métodos basados en el sistema de reactivos sulfanilamidal 
dihidrocloruro de N-(l-naftil) etilendiamina  

En el año de 1961 V. Shinn (22) propuso la utilización de la sulfanilamida (SUL) 

como el reactivo para la diasotización y el dihidrocloruro de N-(l-naftil) 

etilendiamina (NED) como reactivo de acoplamiento. Desde entonces, son 

muchos los métodos desarrollados basados en esta reacción. De hecho, el 

método oficial para análisis de nitritos se fundamenta en su uso (23).  

En la Figura 2a, se muestra el espectro de absorción de la SUL. En ésta se 

observa la presencia de dos bandas ubicadas en la región ultravioleta. La 

primera con un máximo bien definido en 258 nm, mientras que la otra presenta 

saturación de la señal por debajo de 195 nm. Por otra parte, el reactivo NED 

(ver Figura 2b), muestra varios máximos 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 máximo ubicado 

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

El "Análisis por Inyección en Flujo (FIA), con detección espectrofotométrica, ha 

sido extensamente utilizado para el desarrollo de métodos automatizados. En 

ese sentido, la reacción de Shinn ha sido la base de diversos desarrollos 

metodológicos para evaluar el contenido de nitritos en diversas matrices, 

fundamentados en el acoplamiento de FIA con la Espectroscopia de Absorción 

Molecular en el Ultravioleta-Visible. En la Figura 4, se ilustra el montaje básico 

que se utiliza en muchos procedimientos descritos en la literatura. Este, 

consiste de una bomba peristáltica que propulsa en forma continua tres 

canales: (C); el portador que generalmente es agua, R1; solución de 
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sulfanilamida acidificada y R2; la solución del NED. Los estándares y muestras 

se introducen en el canal portador mediante una válvula de inyección. De esta 

forma, el estándar (o la muestra) reacciona con la sulafanilamida en el 

serpentín de reacción L1. La solución resultante se mezcla con el NED en el 

serpentín de reacción L2, en donde se produce la reacción de copulación. Por 

último, el azocompuesto es transportado al detector espectrofotométrico en 

donde se monitorea en forma continua la absorbancia a 545 nm. 
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Estos procedimientos en general, muestran buenas prestaciones analíticas, las 

cuales se resumen y contrastan en la Tabla 3.  

 

Tabla 3 Características analíticas de métodos de análisis por inyección en flujo 

con detección espectrofotométrica basados en la reacción de Shinn 

Muestra Volumen 
de muestra 

(µl) 

Intervalo 
Dinámico 

(µg NO2 L-1) 

Límite de 
detección a

(µg NO2 L-

1)

cvc

(%)
Frecuenci

a de 
análisis 

(h1)

Ref. 

Agua de mar 100 46-1150 2,3 1 30 24 
Agua y 
suelos 

75 100-500 50 0,5 90 25 

Aguas 
superficiales 

y 
subterráneas 

100 

 

320-1600 

 

 

 

0,83

 

72 

 

26 

 

Aguas de río 
 

- 0-10.000 b 100 1,9 22 27 

Agua de 
desecho 
urbano 

92 

 

56 - 5000 

 

200 

 

1,1 

 

60 

 

28 

 
a Concentración de analito cuya señal corresponde a 3 veces la desviación estándar del blanco 
b rango lineal 
c Coeficiente variacional 
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El "Análisis por Inyección Secuencial" (SIA) también ha sido utilizada para 

desarrollar métodos automatizados fundamentados en la reacción de Shinn. 

Oms y col. (30) propusieron un sistema SIA para la determinación 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 configuración, se sigue los 

siguientes pasos:  

• Aspiración de 160 µl de agua a través del puerto 6 y colocado en RC1.  

• Apiración de 80 µl de muestra a través del puerto 2 y llevado a RC1  

• Aspiración de 160 µl de NaOH 0.5M por el puerto 1 y transportado a RC1.  

• Inyección del contenido de RC1 en el serpentín RC2, el cual se encuentra 

en un baño a 40°C.  

• Aspiración de 160 µl del reactivo sulfanilamida+NED+HC1 en RC1 por el 

puerto 3.  

• Aspiración de 400 µl de la solución que se encuentra en RC2 a RC1 por el 

puerto 4.  

• Aspiración de 160 µl del reactivo sulfanilamida+NED+HC1 en RC1 por el 

puerto 3.  

• inyección al detector del contenido en RC1 usando agua como solución 

portadora, a través del puerto 5.  

• Medida de la absorbancia a 540 nm.  

El intervalo lineal fue 0-18.400 µg NO2 l-1, con un límite de detección de 70 µg 

NO2 l-1 y un CV de 1,5 %. Sobre la base de esta configuración, mas tarde, 

éstos autores (31) describieron un sistema de SIA que permite la determinación 

de nitritos en una configuración de "sandwich". Esta configuración, consiste en 

la introducción 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 

formación del azocompuesto y detección espectrofotométrica. El método fue 

aplicado al análisis de nitritos en aguas de mar corrientes y minerales, con un 

intervalo dinámico de 23-1840 µg NO2- l-1.  
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Con el objeto de adaptar estos métodos al análisis de trazas (ultratrazas), 

algunos investigadores han incorporado sistemas de preconcentración en los 

montajes experimentales. Manuel Miró y col. (32), plantearon un método para la 

determinación de nitritos en aguas naturales, usando una extracción en fase 

sólida en línea con SIA basado en la retención del azocompuesto resultante de 

la reacción de Griss-Ilosvay sobre una fase estacionaria de sílica gel 

químicamente modificada (C18), por adsorción en fase reversa. El 

azocompuesto, es eficientemente eluido con una mezcla de metanol-agua 

(80:20, v/v) y detectado a 540 nm. El límite de detección reportado fue de 0,32 

µg NO2-l-1 para 10 mI de muestra. Aseguran que el sistema de 

preconcentración 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 automatización del análisis. Sin embargo, el método 

propuesto presenta dos inconveniente importantes: se requiere un volumen 

mínimo de muestra a preconcentrar (10 mI) -si se requiere sensibilidad- y 

presenta una baja frecuencia de muestroo. Esto se debe a que se usan 

velocidades de flujo bajas, condición necesaria para lograr una buena 

extracción. En la Tabla 4, se resumen las características más importantes de 

este y otros métodos, usando la técnica SIA.  
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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 aromáticas primarias que ha sido 

utilizada con éxito en la reacción genérica de Griess. La 3-nitroanilina (3-NA), 

presenta un espectro de absorción similar al de la SUL, pero su máximo se 

ubica en 256 nm. De igual forma, el azocompuesto formado muestra un 

comportamiento de absorción similar al del sistema SUL/NED pero con el 

máximo de absorción en 538 nm.  

En 1991, Rathore y Tiwari (33) idearon un procedimiento manual para la 

determinación de nitritos en aguas contaminadas utilizando la 3-nitroanilina 

como especie nitrosable y el NED para el acoplamiento. La reacción conduce a 

la formación de un azocompuesto color púrpura, el cual presenta un máximo de 

absorbancia en 535 nm. Se estudió el efecto de ciertos parámetros como: la 

acidez de la reacción de diasotización, concentración de 3-nitroanilina, 

concentración del NED y temperatura. El método fue aplicado al análisis de 

nitritos en aguas de río. Los autores reportan un intervalo dinámico de 10 a 800 

µg NO2 l-1 y una desviación estándar relativa de 0,59 %. También destacan, 

que en el método propuesto la tolerancia al Cu(II) es superior que la que 

presentan las metodologías que utilizan la reacción de Shinn.  

En 1996 Ahmed M. J. y col (34), adaptaron el sistema 3-NA/NED en una 

configuración FIA para determinar nitritos en muestras alimenticias, aguas, 

suelos y bebidas. En la Figura 6, se ilustra el manifold experimental utilizado. 

Los estándares y las muestras fueron introducidos por el sistema a través de 

una válvula (V), en una corriente de la solución portadora (NH4Cl) propulsada 

por una bomba peristáltica (P). En el punto S, la muestra es dividida en dos 

segmentos iguales por una válvula selectora. Uno de estos segmentos se 

mezcla directamente con los reactivos en medio ácido en el serpentín L3, y 

posteriormente la mezcla resultante fue transportada al espectrofotómetro 

donde se midió la absorbancia a 535 nm. Este diseño, se prestó posteriormente 

para ser utilizado con otros propósitos utilizando el segundo segmento. El 
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método propuesto por estos autores, presentó un intervalo dinámico de 10-

2200 µg NO2.l-1, con un límite de detección de 1 µg NO2 l-1 y un coeficiente 

variacional que osciló entre 0,1 y 2 %. La frecuencia de análisis fue de 30 

muestras h-1 y la estabilidad reportada para el azocompuesto de 24 horas. En 

la Tabla 5 se contrastan las caracteristicas analíticas 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 región del visible 

específicamente en 379 nm. El espectro de absorción del azocompuesto 

formado con el NED es similar a los sistemas anteriores, pero el máximo de 

absorción 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.  

 

 
 

Figura 6 Representación esquemática del montaje utilizado para la 

determinación de nitritos basado en la reacción de Grises con el sistema de 

reactivos 3-NA/NED (34). 
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Esta especie nitrosable también ha sido utilizada con l-naftol (35), 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 preconcentración han sido utilizadas con el propósito de 

mejorar la sensibilidad en los procedimientos donde se utiliza la 4-nitroanilina. 

Abbas y col. (35) desarrollaron un método simple y sencillo para determinar 

nitritos en agua por espectrometría en fase sólida; utilizando el sistema de 

reactivos 4-nitroanilina/ l-naftol. El fundamento del procedimiento, se basa en la 

formación del azocompuesto por reacción del NO2- con el sistema de reactivos 

propuesto. A continuación, se introduce una esponja de poliuretano (PUF) 

cortada en forma de paralelepípedo (10 mm x 35mm x 2 mm) dentro de la 

solución. Esta se agita por 10 minutos de forma de colectar (retener) en forma 

cuantitativa el producto de la reacción en el PUF. Finalmente, este se introduce 

en una celda 1 cm de paso óptico 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 (λ2) de la especie coloreada absorbida en 

el PUF, se utilizó para la cuantificación, ya que se correlaciona lineal mente con 

la concentración de nitritos. La Absorbancia corregida se obtuvo mediante la 

siguiente ecuación:  
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A ∗= (Af, azo - Af)lλ2 - [(Af, azo -Af)λ1+ (Af, azo - Af)λ.3] 

Donde Af,azo y Af, 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 

atenuación causados por la matriz (PUF) y los reactivos. En este trabajo, se 

estudió el efecto sobre la respuesta instrumental de ciertos parámetros como: 

el pH en la primera y segunda etapa de la reacción, concentración de los 

reactivos, así como los límites de tolerancia de algunos iones interferentes. Los 

autores reportan un intervalo lineal de 0-140 µg l-1 con un límite de detección de 

5µg l-1, un CV que varió entre 0,41 y 0,80 % y un porcentaje de recuperación 

promedio de 99 %.  

2.2.4.4 Otras Combinaciones de reactivos  

También se han propuesto otras variantes de la reacción de Griess-Ilosvay, 

que consisten en el uso de sistemas de reactivos distintos a los que se 

mencionaron anteriormente. Entre ellos se encuentran: (1) - o-nitroanilina / 

ácido 1-aminonaftaleno-2-sulfonico(36), (2) acido p-aminofenil mercaptoacético 

(APA) / NED (37), (3) sulfapiridina (SP) / 1-naftol-4-sulfonato de sodio (NS) (38), 

SUL/ (NS) (38), sulfatiazola (ST) / NS (38) y p-aminoacetofenona (PA)/ NED (20).  

Como forma de mejorar la sensibilidad, en la mayoría de los casos, se incluye 

una etapa de preconcentración del azocompuesto, bien sea por retención de 

este en una columna empacada con naftaleno y yoduro de tetradecildimetil-

bencilamonio (38) o mediante la preconcentración del azocompuesto como su 

ion asociado con dodecil sulfato; sobre un filtro de membrana soluble en un 

solvente orgánico (21). En el primer caso, la característica más resaltante de los 

procedimientos, es que el sólido adsorbente en la columna puede ser usado 

una sola vez para preconcentrar, ya que éste junto con el azocompuesto, son 

disueltos con 5 mI de dimetilformamida. En el segundo caso, la característica 

más resaltante del método es que el reactivo p-aminoacetofenona, propuesto 

como diazotizante, tiene un sustituyente hidrofóbico que puede ser asociado 
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con un surfactante aniónico que contenga una larga cadena alquílica 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 características analíticas de algunos trabajos, 

donde se usan los sistemas de reactivos mencionados anteriormente.  

 

2.3 Métodos Cinéticos  

Los métodos cinéticos representan una alternativa muy atractiva para la 

d~terminación de nitritos a niveles de ultratrazas. Estos procedimientos, se 

fundamentan en el efecto catalítico del ion NO2 - en la oxidación en medio 

ácido por parte del ion bromato de diversos compuestos orgánicos. Entre los 

compuestos orgánicos que han sido utilizados destacan: Tionina (39), Rojo de 

Pirogallol (40), Verde B de Naftol (41,42), Procloperazina (43), Azul Ccresil brillante 
(44), Piridina-2aldehido 2- piridilhidrazona (45), Acido Carmínico (46) y 

Gallocyanina(47).  

El criterio de cuantificación, se basa en la disminución de la absorbancia del 

compuesto orgánico, que se relaciona directamente con la concentración del 

ión nitrito y con el tiempo de medida. La Figura 7, ilustra con claridad estos 

comportamientos. En la Figura 7(1), se presenta la variación en el espectro de 
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absorción de la tionina con la concentración de nitritos cuando se mantiene 

constante el tiempo de medida. Por su parte, la Figura 7(2); muestra la 

variación del espectro de absorción del rojo de pirogallol con el tiempo, en una 

experiencia en la que se mantiene constante la concentración 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 

análisis disminuye. Por ello, la condición que se adopta es un compromiso que 

está determinado por la concentración del analito en la muestra de interés.  

 

El análisis por inyección en flujo también ha sido incorporado con éxito en estos 

sistemas, con el objeto de automatizar la metodología. Zhang y col. (41), 

desarrollaron un sistema FIA con detección espectrofotométrica para la 

determinación de NO2 en aguas naturales vía oxidación del verde naftol por 

parte del bromato de potasio. El manifold utilizado se presenta en la Figura 8. 

En este diseño, la muestra (S) se introduce mediante un canal propulsado por 

una bomba peristáltica (P1) a la válvula de inyección y posteriormente a una 

corriente portadora (C). A continuación, el segmento inyectado se mezcla con 

una corriente de una solución de bromato de potasio (R1). Luego, con una 

solución de Verde de Naftol (R2) en el serpentín de reacción (SR), el cual se 

encuentra sumergido en un baño de agua con temperatura controlada (T). 

Finalmente, la mezcla resultante se transporta a la celda de flujo del 
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espectrofotómetro de absorción, en donde se realiza la medida 

espectrofotométrica a 722 nm.  

 

En la Tabla 7, se resumen las características más importantes de algunos 

métodos cinéticos descritos para la determinación de nitrito.  
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2.4 Métodos basados en el uso de nuevos reactivos  

Otra alternativa válida para el análisis de nitritos, se fundamenta en la reacción 

del anión con ciertos compuestos orgánicos en medio ácido. Los trabajos que 

se describen en esta sección, pueden dividirse en dos bloques: El primer 

bloque incluye aquellos trabajos en donde la absorbancia del compuesto 

orgánico disminuye con la concentración del ion. El segundo grupo, se refiere a 

propuestas en donde se genera un nuevo compuesto, cuya absorbancia se 

incrementa con la concentración de los nitritos.  

En el primer grupo, los reactivos que han sido utilizados son: 5,10,15,20-

tetrakis( 4-aminofenil)porfina (48), complejo azul de fosfomolibdeno (49), etc. En 

el segundo, los reactivos que reaccionan con el NO2- son: 4-iodo-N,N-

dimetilanilina (50) 3,6-diamino acridine (51), etc.  

Kawakami y Igarashi en 1996 (48), desarrollaron un método para la 

determinación de nitritos en aguas naturales, usando el reactivo 5,10,15,20-

tetrakis(4-aminofenil)porfina (TAPP). Este compuesto presenta una banda muy 

intensa en 434 nm a un pH por debajo de 2, como se observa en la Figura 9. 

La reacción con nitrito en solución ácida, produce un ligero desplazamiento a 

longitudes de onda mas largas y la absorbancia disminuye de una manera 

significativa. El criterio de evaluación utilizado es la disminución de la 

absorbancia de esa banda, que se correlaciona directamente con la 

concentración de nitritos en cierto intervalo de concentración. Pocas sustancias 

interfieren ya que el mecanismo mediante el cual se lleva a cabo la reacción es 

una diasotización. El tiempo requerido para completar la reacción fue de 30 

minutos a 30°C y a un pH de 1. La reacción depende del pH y de la 

temperatura. Utilizando una celda con 1 cm de paso óptico, el límite de 

detección reportado por este procedimiento fue de 0,18 µg NO2
- L-1 con una 

desviación estándar relativa de 1% para 10 determinaciones de una solución 

de 9 µg NO2 L -1.  

Nidal A. y col. en 1999 (49), publicaron un desarrollo metodológico que se basa 
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en la oxidación del azul de fosfomolibdeno por parte del ion nitrito. En este 

sistema, se tiene que la disminución de la absorbancia absoluta a 814 nm 

(azul), es directamente proporcional a la concentración de nitritos. En este 

trabajo, se estudiaron parámetros como: la acidez, la estabilidad del complejo, 

el tiempo de reacción, la temperatura, la concentración de los reactivos, y los 

límites de tolerancia de iones interferentes. Utilizando celdas de 1 cm de paso 

óptico, los autores reportan un intervalo dinámico de 500 a 2000 µg NO2-L-1 

con una desviación estándar relativa de 2,6 % para 5 medidas y un límite de 

detección de 200 µg NO2
- L-1. Este procedimiento fue aplicado para determinar 

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

 

Nikonorov y Moskvin, (50) publicaron en 1995 un trabajo sobre la determinación 

de nitritos en aguas naturales yaguas de desechos, usando 4-iodo-N, N-

dimetilanilina (IDAN). En el espectro de absorción de este compuesto se 

observó la transparencia del mismo a longitudes de onda superiores a los 

300nm. La reacción con nitritos en medio ácido produce el compuesto 4-

nitroso-N, N-dimetilanilina, el cual presenta un máximo de absorción centrado 

en 350 nm, como se observa en la Figura 10. Los autores, indican que las 

características más resaltantes del método propuesto son: la cinética de la 

reacción, la estabilidad del reactivo y el producto, así como la ausencia de 

factores interferentes. En cuanto a la velocidad de la reacción, esta se ve 
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favorecida con el incremento de la acidez y la temperatura. A temperatura 

ambiente y condiciones de acidez óptimas, la reacción se completó 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 límite de tolerancia de 

iones interferentes tales como: Na+, K+, Ca2+, Mg2+ sulfato, nitratos y fosfatos 

fue alto (un exceso de 104 veces). El método propuesto tolera la presencia del 

ión cúprico hasta un nivel de 0.1M y presenta un intervalo lineal de 0 a 3200 µg 

NO2 L-1 con un límite de detección de 6,6 µg NO2-1 L-1, utilizando una celda de 

5 cm de paso óptico.  

 

Guerrero G. y col. (51), desarrollaron un método de inyección en flujo continuo 

con detección espectrofotométrica basada en la reacción de la 3,6-diamino 

acridina (sulfato de proflavin) con el ion nitrito en medio ácido. El sulfato de 

proflavin en medio ácido, muestra dos bandas localizadas entre 260-265 y 400-

450 nm respectivamente (ver Figura 11a). Por su parte, el espectro de 

absorción del producto de la reacción 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 

analítico (ver Figura 11b). La solución de proflavin (protegida de la luz) es 
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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 optimización correspondiente a todos los parámetros 

FIA asociados al sistema, así como aquellos correspondientes a la reacción 

química (concentración temperatura, pH etc). La medida espectrofotométrica, 

se lleva a cabo a 328 nm, utilizando una celda de flujo con un volumen muerto 

de 18µl y paso óptico de 1 cm. El intervalo dinámico reportado, fue desde 60 

hasta 4000 µg NO2- l-1, utilizando un volumen de inyección de 457 µl.  

Este procedimiento se caracteriza por su rapidez, simplicidad en el diseño, es 

altamente competitivo con otros desarrollos en FIA en cuanto a su sensibilidad 

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

En la literatura especializada se encuentran una gran variedad de métodos de 

análisis para el ion nitrito en diversas matrices, que utilizan a la Espectroscopia 

de Absorción Molecular en el Ultravioleta-Visble como forma de detección.  

La formación de azocompuestos constituyen las reacciones más utilizadas en 

los diseños metodológicos que permiten la determinación de este ion en 

diversas matrices; bien sea usando métodos manuales o diseños 

automatizados (FIA o SIA).  

Diversas técnicas de preconcentración han sido adaptadas a las metodologías 

descritas, con el fin de mejorar las prestaciones analíticas en cuanto a 

sensibilidad y límite de detección. Esto ha permitido extender la aplicación de 

estos métodos de análisis a ultratrazas, pero con un costo significativo en lo 

referente al tiempo de análisis.  

Los métodos cinéticos y los métodos desarrollados usando nuevos reactivos, 

constituyen una alternativa válida para la determinación de nitritos en aguas y 
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productos alimenticios. Se caracterizan por su sencillez, ya que la reacción se 

desarrolla en una sola etapa, y son métodos muy sensibles. Además, en la 

mayoría de los casos la tolerancia que presentan a los interferentes es superior 

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

La elección de algunos de estos procedimientos como métodos de rutina están 

determinados por muchos factores tales como: costos, el tiempo de análisis, el 

uso de reactivos altamente peligrosos, la sensibilidad requerida, la selectividad, 

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

Los métodos de análisis de nitritos basados en procesos luminiscentes serán 

tratados en un próximo tópico.  
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REVISÓN CRÍTICA DE LOS MÉTODOS CINÉTICOS. UNA ALTERNATIVA A 
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RESUMEN  

Este capítulo es una revisión de los métodos catalítico cinéticos que se 

han.propuesto en la literatura para la determinación espectrofotométrica de 

nitrito en aguas a niveles traza y ultratraza. Estos métodos se basan en el 

efecto catalítico cinético de este ión en la oxidación de diversas moléculas 

orgánicas, por parte del ión bromato en medio ácido. Estos procedimientos son 

simples y requieren de una instrumentación sencilla y accesible a muchos 

laboratorios. El principal objetivo del presente trabajo es hacer una revisión 

comparativa y crítica de los diversos desarrollos metodológicos propuestos, así 

como proponer algunas alternativas metodológicas que aún no han sido 

exploradas.  
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1 INTRODUCCIÓN  

El nitrito es un intermediario activo en el ciclo del nitrógeno, que se produce por 

la oxidación incompleta del amonio o por la reducción de los nitratos. Las sales 

de nitrito se utilizan como preservadores en la industria de los alimentos y 

como inhibidor de corrosión en las aguas de diversos procesos industriales (1,2). 

El nitrito es uno de los contaminantes comunes que se encuentran en la 

atmósfera y en las aguas naturales. A manera de ejemplo, el nitrito que se 

forma durante la biodegradación de los nitratos, del nitrógeno amoniacal y de la 

materia orgánica nitrogenada, representa un importante indicador de la 

polución fecal en las aguas naturales (3,4).  

La determinación de nitrito es de suma importancia debido a su impacto 

peIjudicial en la salud humana. Su toxicidad se debe principalmente a su 

interacción con los pigmentos de la sangre, para producir 

metahemoglobinemia. La reacción del ion con aminas secundarias y terciarias, 

así como con amidas produce compuestos N-nitroso, alguno de los cuales son 

conocidos por sus efectos cancerígenos, tetratogénicos y mutagénicos (3,5). Por 

estas razones, la determinación de nitrito en matrices biológicas, 

medioambientales, agrícolas, geoquímicas y ecológicas adquiere una 

importancia significativa. Por ello, en la actualidad existe una necesidad 

creciente de nuevos desarrollos metodológicos simples y sensibles para la 

determinación de trazas y ultratrazas de nitritos en muestras naturales y 

artificiales.  

Existen numerosos desarrollos metodológicos que utilizan técnicas como: 

quimioluminiscencia, voltametría, amperometría, polarografia, cromatografia 

iónica, fluorescencia molecular, etc., para la determinación de nitrito en una 

variedad de matrices; muchos de los cuales han sido considerados en algunos 

interesantes y completos reviews (6,7). Todos estos métodos presentan ventajas 

y desventajas. Sin embargo, muchos de ellos involucran tiempos de análisis 

largos y/o el uso de instrumentación costosa, por lo que no son adecuados o no 

son accesibles para llevar a cabo análisis rutinarios en muchos laboratorios.  
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En la actualidad, la gran mayoría de los métodos utilizados para la 

determinación de nitrito son espectrofotométricos (6-8), y se fundamentan en la 

reacción de Ilosvay-Griess (9). Esta reacción involucra la diasotización en medio 

ácido de una amina aromática primaria con el anión, para generar una sal de 

diazonio; seguida por una reacción de acoplamiento con una amina aromática 

o un fenol. En esta etapa se produce un compuesto "azo", que generalmente 

presenta una intensa absorción en el visible. Entre las principales desventajas 

que se atribuyen a estos métodos destacan: i) la obtención de límites de 

detección relativamente altos (LD > 20 µg l-1) el uso de reactivos tóxicos, iii) el 

tiempo de la reacción de acoplamiento suele ser alto y iv) están sujetos a serios 

efectos interferentes (3,10). En lo concerniente a la sensibilidad, hay que 

destacar que existen desarrollos metodológicos recientes en los que se mejora 

en forma significativa la sensibilidad y por ende el límite de detección, 

incorporando al montaje experimental sistemas de concentración (11-13). Sin 

embargo, esta variante experimental conlleva a un aumento significativo en el 

tiempo de análisis.  

En la búsqueda de sensibilidad, los métodos cinéticos catalíticos representan 

una de las alternativas más atractivas para la determinación de nitrito a niveles 

traza y ultratraza (8,14-16). En general estos métodos son muy simples y 

requieren de una instrumentación muy sencilla. Utsumi y colaboradores (17) 

desarrollaron un método espectrofotométrico basado en el efecto cinético del 

ion nitrito en la decoloración del complejo Fe (III)-tiocianato en HNO3 diluido, en 

presencia de yoduros. El intervalo dinámico de trabajo fue de 0,0005 a 10 µg 

mI-1, pero no se reportan valores concernientes a la precisión del método. 

Koupparis y colaboradores (18) desarrollaron un método para la determinación 

de nitritos basado en su efecto cinético sobre la reacción de diazotización de la 

sulfanilamida y acoplamiento con el N-(1-naphtil)etilendiamino dicloruro. Sin 

embargo, el límite de detección reportado es poco atractivo (0,0125 µg mI-1 

NO2) Concepción Sánchez-Pedreño y colaboradores (19) desarrollaron un 

método cinético espectrofotométrico para la determinación de nitritos a niveles 

traza que se fundamenta en el efecto inhibidor que ejercen en la reacción entre 
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el I2 y el ácido etilendiaminotetracético, con un intervalo dinámico de trabajo de 

3 a 100 ng mI-1. B. Liang y colaboradores (20) desarrollaron un método cinético 

espectrofotométrico para la determinación de nitrito basado en el efecto 

catalítico de este ion en la reacción redox entre la clorpromazina y el peróxido 

de hidrógeno, con un intervalo dinámico de 10-1.500 ng NO2
- ml-1, y un límite 

de detección de 3 ng m l-1 Por su parte Jiang Zhi-Liang y colaboradores (21) 

reportaron un método para la determinación de nitritos basado en el fuerte 

efecto catalítico que presenta el anión en la oxidación del naranja de metilo por 

parte del bromato en medio de ácido sulfurico diluido, con un intervalo dinámico 

de trabajo de 0,32 a 55 ng mI-1, y un límite de detección de 1 ng mI-1. El 

seguimiento de la reacción se realizó por voltametría de barrido lineal.  

En los últimos años se han publicado una serie de métodos 

espectrofotométricos para la determinación de nitritos en aguas, que se basan 

en el efecto catalítico cinético de los nitritos en la oxidación de diversas 

moléculas por parte del ión bromato en medio ácido (2,8). El principal objetivo 

del presente trabajo es hacer una revisión y una evaluación crítica de los 

diversos desarrollos metodológicos propuestos, así como discutir sobre 

algunas alternativas metodológicas que no han sido aún exploradas.  

2 FUNDAMENTOS DE LOS MÉTODOS CINÉTICOS  

El principio fundamental de estos métodos se basa en la reacción de oxidación 

de ciertas moléculas orgánicas por parte del bromato en medio ácido, la cual 

está catalizada por la presencia del ión nitrito en la solución (8). Evidentemente, 

la molécula orgánica en cuestión debe presentar absorción en la región del Uv-

visible (generalmente en el visible), mientras que la forma oxidada suele ser 

transparente en esa región espectral. Sin embargo, también se han reportado 

sistemas en donde el producto de la oxidación es el que presenta absorción en 

el visible (22). Entre las especies orgánicas que han sido empleadas se 

encuentran: piridina-2-aldehido-2-piridilhidrazona (1), ácido carmínico (2), 

prochIorperazina (22), azul cresil brillante (23), clorofosfonazo PN (24), azul de nilo 
(25), verde B de naftol (26,27), tionina (28,29), rojo de pyrogallol (3,10), gallocianina (4), 
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etc.  

En estos procedimientos generalmente se observa que la depresión en la 

absorción de la especie orgánica, producto de la oxidación de la molécula, es 

proporcional a la concentración de nitritos y al tiempo de reacción. La 

concentración de la especie catalítica se puede determinar a través de diversos 

métodos entre los que destacan los métodos de: concentración constante, 

velocidad constante, velocidad inicial, y tiempo constante (14,15,16,28,30), donde el 

método de la velocidad inicial y especialmente el de tiempo constante son los 

más 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 análisis elevados. Sin embargo, se han 

desarrollado algunos procedimientos automatizados sobre la base de la 

oxidación del verde B de naftol (26,27), la tionina (26), el rojo de pirogallol (3) y la 

gallocianina (4), en los cuales se mejora considerablemente la frecuencia de 

análisis.  

En los procedimientos manuales (batch), inicialmente se introducen alícuotas 

de las muestras (estándares) con un contenido conocido de nitritos en una 

serie de matraces calibrados. A continuación se añaden en forma secuencial 

volúmenes conocidos de las soluciones de los diversos reactivos involucrados 

en la reacción (cromóforo, ácido y por último bromato de potasio). Las 

soluciones se llevan a un volumen fijo y la reacción de oxidación se deja 

transcurrir durante un tiempo pre-establecido. En la modalidad de la velocidad 

inicial, se registra la absorbancia de cada solución como una función del 

tiempo. A partir de la representación gráfica: Absorbancia a la longitud de onda 

de máxima absorción (Αλmax) contra tiempo se calcula la pendiente de la curva 

(Α∆/Αt) en la zona inicial de la misma (la velocidad inicial). A partir de esa 

información se construye la curva de calibración del sistema graficando la 

velocidad de reacción contra la concentración de nitrito [NO2
-] Las velocidades 

obtenidas para las muestras se interpolan en la curva de calibración que se 

obtiene a partir de las soluciones estándar, y de esa forma se determina la 

concentración de nitritos en las muestras. Por otra parte, en el método de 
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tiempo constante la reacción de oxidación se detiene a un tiempo pre-

seleccionado, añadiendo en forma manual úrea sólida (entre 0,1 y 0,3 g) a 

todas las soluciones estándar y muestras (1,2,10,28). Por lo general, los matraces 

calibrados se mantienen sumergidos en un baño de agua con una temperatura 

controlada cercana a los 30°C, con el objeto de acelerar la reacción. 

Finalmente, la soluciones se introducen en la celda de medida y se adquiere su 

espectro de absorción. El procedimiento se repite en forma análoga para el 

blanco, que corresponde a la solución con el cromóforo en ausencia de nitritos, 

y se evalúan las medidas de absorbancia para las muestras y estándares (A), 

así como para el blanco (Ao). Por lo general se utiliza la absorbancia en la 

longitud de onda de máxima absorción. Sin embargo, es recomendable 

establecer una corrección en base a una línea de base adecuada, para corregir 

posibles desplazamientos del espectro de absorción con respecto al cero 

instrumental. La respuesta instrumental que se suele seguir es la relación 

logarítmica entre Ao y A (1,2,10). Sin embargo, también se ha utilizado como 

medida instrumental la disminución de la absorbancia en el máximo de 

absorción (∆Αλmax = Ao - A), como se ilustra en la Figura 1 (23). La calibración 

del sistema se hace mediante la representación gráfica de log (Ao/A) contra la 

concentración de nitrito [NO2-] (o ∆A  contra [NO2
-]).  

En este tipo de procedimientos hay dos aspectos que se deben resaltar: i) 

después de la adición de la urea las soluciones se mantienen estables, y su 

absorción constante por varias horas, y ii) el conteo del tiempo de medida se 

inicia al finalizar la adición de la solución de bromato.  

En condiciones óptimas 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 análisis disminuye. Por ello, la condición que se adopta 

en última instancia, es un compromiso que está determinado por la 

concentración 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 y iii) los tiempos de análisis suelen ser 

muy elevados.  
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Figura 1 Efecto de la concentración de nitritos en el espectro de absorción del 

compuesto orgánico. (a) Espectro de referencia (Ao corresponde a la señal de 

referencia)- Cromóforo en presencia de bromato, pero en ausencia de nitritos. 

(b-e) Estándares y nuestras (A corresponde a la absorbancia de la solución, en 

el máximo de absorción)-Cromóforo en presencia de bromato y en 

concentraciones crecientes de nitrito.  

Por otra parte, los sistemas que han sido automatizados se basan en 

acoplamientos de análisis por inyección en flujo con detección por 

espectroscopia de absorción molecular en el UV-visible (AIF-EAM-UVV). En las 

Figuras 2A y 2B se presentan montajes típicos AIF-EAM-UVV utilizados para la 

determinación de nitritos mediante métodos cinéticos. Estos sistemas consisten 

de una bomba peristáltica que propulsa en forma continua a las diversas 

soluciones de trabajo (solución portadora, ácido, bromato de potasio y el 

compuesto orgánico) a través de varios canales. La solución resultante, 

producto de la mezcla en línea 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 orgánica (en ausencia de nitrito), 

en su máximo de absorción, como una función del tiempo. De esta forma se 

establece a partir de la solución de referencia la línea de base (Aa), que en 

ocasiones puede ser el cero instrumental. La mayor ventaja que ofrece este 
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diseño es que permite controlar durante todo el análisis el background del 

mismo. En una segunda instancia se introduce en el canal de la solución 

portadora, generalmente mediante una válvula de inyección, un volumen 

discreto de la muestra (estándar) que contiene al analito catalizador. Este se 

mezcla con las soluciones previamente descritas y se produce la reacción de 

oxidación, ya con la catálisis del ión nitrito. El segmento de la muestra 

dispersada en el sistema descrito, fluye a través de la celda de flujo en donde 

se registra la señal como función del tiempo. La señal de la muestra (A) se 

presenta como una curva gausiana negativa, en la que el valor absoluto de la 

absorbancia (∆Α=Α-Αo)) es directam ente proporcional a la concentración 

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, así como por el 

diámetro interno y la longitud del serpentín de reacción colocado antes de la 

celda de flujo (ver Figura 2A). La calibración del sistema se hace mediante la 

representación gráfica ∆Α contra [NO2-] En general, en los montajes 

experimentales se incorpora un largo serpentín de reacción sumergido en un 

baño de agua cuya temperatura se controla y mantiene mediante el uso de un 

termóstato, con el fin de acelerar la reacción (ver Figura 2).  
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Figura 2 Diagramas esquemáticos de algunos sistemas de flujo con detección 

espectrofotométrica utilizados en métodos cinéticos catalíticos para la 

determinación de nitritos. P: bomba peristáltica, Cp: canal de la solución 

portadora, CAe: canal de la solución ácida, COx: canal de la Solución de bromato 

de potasio, CCr: canal de la solución del cromóforo. Los canales C1 y C2 pueden 

propulsar a la solución oxidante (KBrO3) o la del cromóforo. El orden varía con 

el método desarrollado (ver texto y Tabla 1B), R: serpentín de reacción, B: 

termóstato, D: detector.  
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Figura 3 Curva de calibración típica en un sistema de análisis por inyección en 

flujo con detección espectrofotométrica (AIF-EAM-UVV). (a) Solución de 

referencia (Ao corresponde a la señal de la solución de referencia), (b-e) 

Estándares /Muestras (A corresponde a la absorbancia, a la longitud de onda 

de trabajo, de soluciones con concentraciones variables y crecientes de NO2
-)  

3 COMPARACIÓN DE LOS DIVERSOS DESARROLLOS METODOLÓGICOS  

R. Montes y J.J. Lasema (1) realizaron un desarrollo metodológico manual 

basado en el efecto catalítico del ión nitrito en la oxidación de la pyridina 2-

aldehido 2-pyridylhidrazone (PAPH) por parte del bromato en medio ácido. La 

optimización del sistema la realizaron tanto en medio de HCIO4 como en HCI; y 

utilizaron el método de las velocidades iniciales (28,30). El procedimiento 

sugerido (con HCI) consiste en adicionar en balones de 25 mL en los que 

previamente se han introducido alícuotas de muestra (estándares) con un 

contenido de nitritos de 1,2 a 100 µg: 3 mL de solución de Cr+3 (5 g L-1), 1 mL 

de PAPH 1,5.10-3 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 solución se registra como función del tiempo a 372 nm. Se calcula la 

velocidad de reacción para cada solución por la pendiente (∆Α/∆t) de la 

representación gráfica A372 nm contra tiempo en la zona inicial de la curva. A 
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partir de esa información se construye la curva de calibración del sistema 

graficando la velocidad de reacción contra la concentración de nitrito. Los 

estudios de recuperación (90-118 %) se realizaron con aguas minerales y 

superficiales fortalecidas con el anión. Los estudios de interferencias de 45 

especies sobre una solución de 0,46 µg mI-1 indicaron que el método tolera la 

presencia de grandes cantidades de amonio y nitrato, pero está sujeto a las 

interferencias por parte de Pd+2, Cu+2, que forman complejos con el PAPH, y de 

especies electro activas como Br-, I, S2O3
-2, H2O2, etc., las cuales son toleradas 

hasta una concentración de 1 µg mL-1. Sin embargo, la presencia del ión Cu+2 

puede ser tolerada (hasta 100 µg mL-1) por adición de 1000 µg mL-1 EDTA a la 

muestra. Las características analíticas del método propuesto se presentan en 

la Tabla 2A. El método se utilizó para evaluar el contenido de nitritos en aguas 

provenientes de un río altamente contaminado, por estar en las cercanías de 

una industria de alimentos, encontrando valores comprendidos entre 0,268 y 

0,360 µg rnL-1 NO2
-.  

A.A. Mohammed y colaboradores (22) describen un procedimiento cinético 

manual en el que utilizan el sistema procIorperazina (PRP) / H3PO4/ KBrO3 / 

NO2- (ver Tabla 1A). En este sistema es importante destacar que el producto 

de la oxidación del PRP es el que muestra absorción en el visible, con un 

máximo de absorción 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 reacción de oxidación del PRP. Los 

estudios de interferencias se llevaron a cabo con una solución de 30 ng mI-1 

NO2
- ; y encuentran que especies iónicas como: I , IO4

-, SCN-, S2O3
-2, S-2 y V+5, 

presentan un límite de tolerancia de 0,1 µg mI-1, mientras que especies como 

Co+2, Cr+3, Mn+2, Mo+6, W+6, Zr+4, Hg+2, Ag+ y Br- se toleran hasta una 

concentración de µg ml-1. Por su parte el Hg+2y el EDTA son tolerados en 

concentraciones de 2 y 500 µg mL-1, respectivamente. Sobre la base de estos 

resultados, los autores recomiendan la adición de Hg+2 y EDTA a las muestras 

para suprimir las interferencias del I- y del vanadio. La metodología propuesta, 

cuyas principales características analíticas se resumen en la Tabla 2A, se 
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utilizó para analizar muestras de aguas del río Toku, Japón y aguas de lluvia de 

la misma ciudad, encontrando valores comprendidos entre 170-190 y 19,0-19,4 

ng mI-1 NO2
-, respectivamente.  

J.L. Manzoori y colaboradores (2) desarrollaron un procedimiento manual 

basado en el sistema ácido carmínico / H2SO4 / BrO3
- / NO2

-, en el que utilizan 

el método de los tiempos constantes. En el proceso sugerido, tras la 

introducción de las alícuotas de muestra, ácido y cromóforo (ver Tabla 1A), las 

soluciones son diluidas hasta un volumen de 8 mL con agua, y los balones se 

colocan en un baño de agua con una temperatura de 30,0 ± 0,1 °C durante 10 

min.  En ese punto se adiciona la solución de BrO3
-, 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 relación 

logarítmica de Αo / Α. 

 

Los investigadores realizan un exhaustivo estudio de interferencias utilizando 

como referencia una solución de 10 ng mL-1 NO2
-, y concluyen que el método 

está bastante libre de interferencias, tolerando elevadas concentraciones de 

amonio y nitratos. La menor tolerancia la presentan especies como: IO3
-, CrO4

-

2, S2O3
-2, Bi+3 y Fe+3, las cuales pueden estar presentes hasta una 

concentración de 0,2 µg mI-1. Por su parte especies iónicas como CrO4
-2, Hg +2, 

Ba+2, Mo+6 y W+6 presentan un límite de tolerancia de 1 µg mI-1. El método 

propuesto, cuyas figuras de mérito se indican en la Tabla 2A, fue utilizado para 

evaluar el contenido de nitritos en agua del río Talkheroud (Irán) y aguas de 

lluvia de Irán, encontrando valores de 33,6 y 55,2 ng mI-1 NO2
-, 

respectivamente.  
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A.A. Ensafi A.A. y B. Rezaii B (23) desarrollaron una metodología manual 

basada en el sistema Azul de cresyl brillante / H2SO4 / KBrO3 / NO2". El 

procedimiento sugerido (ver Tabla 1 A) es muy similar al anterior, pero en este 

caso todas las soluciones de trabajo, así como la celda espectrofotométrica se 

mantienen a una temperatura de 30 ± 1°C. La absorbancia de las soluciones se 

evaluó a 595 nm, el tiempo de medida se fijó en 3 min, y la respuesta 

instrumental utilizada fue ∆Αλ=595nm .  En la Tabla 2A se presentan las figuras 

de mérito del método.  

 

Los estudios de interferencias se realizaron con una solución de 100 ng rnL 

N02". Los mayores interferentes fueron los iones V+3, V+5, Fe+3, Ce+4 y Hg+2, los 

cuales aceleran la reacción de oxidación. Por otra parte, iones como SCN- y 

S2O3-2 presentaron un límite de tolerancia masa Interferente / masa Nitrito = 25, el 

Hg+ y el Br- de 300, e iones como el Fe+2, I- y S2O3
-2 de 500. La tolerancia al 

Fe+3 se puede incrementar hasta 50 µg mL-1 por adición de KF 1 % (m/v) a las 

muestras. El método descrito se utilizó para la determinación de nitritos en 

aguas de río y de manantiales de Irán, así como en embutidos, encontrando 

valores de 0,035; 0,278 y 3,550-7,230 µg mL-1 NO2-, respectivamente. El 

método también se aplicó para a la determinación del contenido de nitritos en 

sales como KNO3 y NaNH4. 

A. Ensafi y M. Keyvanfard (25) propusieron un método manual basado en el 

sistema químico Azul de Nilo/Ácido/KbrO3/Nitrito, similar a los anteriores. En 

este caso se mide la disminución de la absorbancia del cromóforo a 595 nm. 

Los estudios de interferencias indican que el método propuesto está bastante 

libre de interferencias por parte de los iones comúnmente presentes en las 

aguas. El método fue aplicado al análisis de nitritos en muestras de embutidos 
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y aguas, con resultados satisfactorios  

M. Jiang y colaboradores (28) desarrollaron un método cinético manual basado 

en la oxidación de la tionina por palie del bromato en medio ácido (ver Tablas 

1A y 2A).  

 

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

V = -d[TN]/dt = k. [NO2].[TN]m. [BrO3
-]n, en donde V es la velocidad del proceso, 

k es la velocidad de reacción, y [NO2], [TN], y [BrO3
-] representan las 

concentraciones de nitrito, tionina y bromato, respectivamente. Bajo las 

condiciones de trabajo utilizadas ([BrO3
-]>> [[TN], [NO2

-]) encuentran que la 

reacción es de primer orden (m = 1) y llegan a la siguiente expresión:  

log (Ao/A) = (½).2,303 k*.[NO2
-].t. Para la evaluación de la concentración de 

nitritos utilizan el método de los tiempos constantes, como se describe en la 

Tabla 1A. La absorbancia de las soluciones se evaluó a 602 nm, utilizando una 

catálisis térmica a 30° C durante 5 min.  

El método se aplicó a la determinación de NO2
- en aguas superficiales, ríos y 

lagos del Japón, encontrando valores comprendidos entre 0,008 y 0,223 µg 

mL-1 NO2
-. Adicionalmente analizaron dos muestras de embutidos con 

contenidos de 6,8 y 7,5 µg mL-1 NO2
- . Las figuras de mérito del sistema 

descrito se presentan en la Tabla 2A.  

Los autores describen un amplio estudio de interferencias de más de 40 

especies aniónicas y catiónicas que suelen acompañar 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 

proporción molar mayor a 10 con relación al nitrito.  

C.C.Reconocimiento-No Compartir

www.bdigital.ula.ve



El grupo de Ubetrlingen de Perkin Elmer (29), desarrolló un sistema 

automatizado AIF-EAM-UVV basado en el sistema 

Tionina/H2SO4/Bromato/Nitrito con figuras de mérito atractivas para el análisis 

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 ácido se incorpora directamente en la solución del cromóforo (C1) 

y el montaje incorpora un largo serpentín de teflón adicional (400 cm de 

longitud y 0,8 mm de d.i.) en el punto de confluencia de los canales Cp y C1 

para la mezcla de la solución ácida 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 solución de 30 ng mL-1, mostraron que las 

especies menos toleradas fueron CI-, Co+3, Cr+3 y Fe+3, que presentan efectos 

interferentes a partir de concentraciones de 3,0; 0,1; 0,1 y 2 µg mL-1 

respetctivamente.  

Zhang Zhi Qu y colaboradores (26) desarrollaron un procedimiento 

espectrofotométrico automatizado en el que utilizan el sistema Verde B de 

Naftol / H3PO4 / KBrO3 / NO2
- (ver Tablas 1B y 2B). El montaje experimental 

utilizado es similar al descrito en la Figura 2A. En este caso se utiliza una 

solución de sulfato de amonio 3 % (p/v) como solución portadora (Cp) y el 

medio ácido (H3PO4) se incorpora en la solución del oxidante (C1, Figura 2A). 

La absorbancia de la solución resultante se registra en forma continua a 722 

nm y el serpentín de reacción (R) se mantiene sumergido en un baño de agua 

a 50 °C. Los estudios de interferencia que se realizaron sobre una solución de 

80 ng mI-1 NO2- mostraron una gran tolerancia al nitrato, siendo los mayores 

interferentes los iones I- , S-2 y V+5 , los cuales causan una interferencia positiva 

a partir de una relación [Interferente]/[Nitrito] = 1. El efecto de los sulfuros e 

yoduros se explica por la probable destrucción del compuesto orgánico, 

mientras que la interferencia del vanadio se debe a su efecto catalítico sobre la 

reacción. El método se aplicó a la determinación de nitritos en aguas de ríos y 

lagos de la República China encontrando valores comprendidos entre 0 y 0,158 

µg mI-1 NO2
-.  
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Estos mismos autores adaptaron el montaje descrito con anterioridad para la 

determinación secuencial de nitritos y nitratos (27). Para ello incorporan una 

válvula de 8 canales con dos bucles de inyección y un reductor de cadmio-zinc 

para la reducción heterogénea en línea 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 inyección secuencial de los dos bucles de inyección, cuyas 

señales corresponden a la suma de nitritos + nitratos y nitritos, 

respectivamente. El método se utilizó para la determinación de ambos iones en 

aguas de lÍos y lagos de la República de China, encontrando valores de 0 - 

0,158 µg mL-1 NO2
- y 0,116 - 0,956 µg mL-1 NO3

-.  

Ali A. Ensafi y colaboradores (10) desarrollaron un método manual basado en el 

sistema Rojo de Pyrogallo1/H2SO4/KBrO3/NO2
- para la determinación de 

nitritos. El espectro de absorción del rojo de pyrogallol (RPG) presenta un 

máximo de absorción a 467 nm, mientras que la forma oxidada presenta el 

máximo de absorción en 365 nm.  

 

El procedimiento sugerido, así como las figuras de mérito del método propuesto 

se presentan en las Tablas 1A y 2A. La absorbancia de las soluciones se 

evaluó a 467 nm, el tiempo de medida se mantuvo constante en 3 min, y la 

temperatura del serpentín de reacción en 30°C. Los estudios de interferencias 

indican que especies como :V(V), V(III), Ce(IV), As(III) e IO4
- afectan a la señal 

del analito a partir de una proporción [Interferente]/(Analito] > 5, mientras que 

especies iónicas como Mo
+6, Bi+3, Ce+3, Ag+, Cr+3, SCN-, I-, Br-, S-2, Hg+2 lo 

hacen a partir de una relación de 30. Por otra parte, iones como Fe+3, CI-, S2O3
-

2 no interfieren en una relación 1000/1. Es importante resaltar que el nitrato no 
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afecta a la señal del analito incluso en proporciones tan altas como 106, lo que 

indica que el que el método puede ser utilizado para la determinación de trazas 

de nitritos en nitratos. El método se utilizó para la evaluación del contenido de 

nitritos en aguas de lÍos, lagos, aguas superficiales y de desecho de Irán, 

encontrando valores de 0,020; 0,110; 0,035 y 0,250 µg mL-1, respectivamente.  

A. Kazernzadeh y A. Ensafi (3) desarrollaron un procedimiento automatizado 

para la determinación secuencial de nitritos y nitratos basados en el sistema 

químico 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 

determinación de nitritos, mientras que la segunda fracción atraviesa dos 

columnas de Cadmio y de cobre respectivamente, antes de mezclarse con las 

soluciones de cromóforo, ácido y oxidante. De esta forma, en esa fracción de la 

muestra el nitrato se reduce en forma cuantitativa a nitrito, lo que permite la 

evaluación de los nitritos + nitratos presentes en la muestra. La concentración 

de nitratos se determina sobre la base de la diferencia de ambas señales. La 

señal analítica que se sigue es la absorbancia a 465 nm, que se relaciona 

linealmente con la concentración 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 solución de 50 ng mI-1 NO2
-, mostraron que 

especies como el Fe+3 y el Bi+3, son toleradas hasta una relación masa 

(Interferente) / masa (Nitrito) de 0,5; mientras que especies como SCN, Br-, I-, Cr+4, 

Ag+, Hg+2, Hg+, IO4
-, As+3, Fe+2, VO3

- presentan efectos interferentes a partir de 

una relación de 0,2. El método se utilizó para la determinación 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 ±µg g-1 NO2
- 

y 0,070 ± 0,003; 0,048 ± 0,004; < LD; 1,750 ± 0,004; 2,160 ± 0,003 µg g-1 NO3
- , 

respectivamente. También se analizaron muestras de aguas superficiales y 

aguas de mar, encontrando valores que oscilan entre 0,03 - 0,04 µg mL-1 NO2
- 

y 1,05 -1,54 µg mL-1 NO3
- para el primer grupo; mientras que en las aguas de 
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mar los valores fueron de 0,04 - 0,050 µg mL-1 NO2
- y 0,20 - 0,50 µg mL-1 NO3

-.  

Estos mismos autores desarrollaron un procedimiento automatizado para la 

determinación secuencial de nitratos y nitritos utilizando el sistema de 

Gallocyanina / H2SO4 / KBrO3 / NO2 - (4). El montaje utilizado es análogo 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 aplicó a la determinación 

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 µg mL-1 NO2
- y 0,840 - 1,710 µg mI-1 NO3

-, 

mientras que en las aguas marinas el contenido de nitritos y nitratos osciló 

entre 0-0,080 µg mI-1 y 0,10 - 0,80 µg 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 µg g -1 NO2
- y < LD; LD; 1,670; 2,200; 3,180 

µg g -1 NO3
-, respectivamente. Los estudios de interferencias indicaron que 

especies como: Ag+, SO3
-2, Br- e I- presentan un efecto interferente sobre una 

solución de 50 ng mI-1 NO2
-, cuando están presentes en una proporción masa 

Interferente / masa Nitrito ≥1. Por otra parte especies como el Fe+2 y Fe+3 interfieren 

a partir de una proporción de 5.  

Xingguo Chen y colaboradores (24) desarrollaron un sistema de análisis por 

inyección en flujo con detección espectrofotométrica similar a los descritos con 

anterioridad basado en el sistema químico Clorofosfonazo-

pN/H2SO4/KBrO3/NO2, siguiendo la disminución de la absorbancia del 

cromóforo a 551 nm. El método propuesto fue aplicado a la determinación de 

nitritos en muestras de aguas y suelos con resultados satisfactorios.  

4 EVALUACIÓN CRÍTICA DE LOS MÉTODOS CINÉTICOS  

Los métodos cinéticos representan una alternativa experimental, simple y 

válida, para la determinación espectrofotométrica de nitritos a niveles de 
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ultratraza  en aguas. La. instrumentación requerida, así como los reactivos 

necesarios para su implementación, son de fácil 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 análisis son muy elevados, por lo que la frecuencia de análisis suele ser 

pequeña. Por otra parte, los procedimientos suelen ser tediosos, 

particularmente por el requisito de tener que detener a un tiempo muy 

controlado la reacción, por adición a la solución de urea sólida. Por otra parte, 

los desarrollos automatizados basados en acoplamientos de AIF con detección 

espectro foto métrica han solventado estos inconvenientes. En estos métodos, 

el control de los diversos parámetros asociados al sistema es riguroso, lo que 

evita los problemas y errores asociados a los procedimientos manuales, mejora 

la precisión en las medidas instrumentales y aumenta de forma importante la 

frecuencia de análisis.  

Las caracteristicas analíticas de estos procedimientos son adecuadas para el 

análisis rutinario de nitritos en aguas, e incluso muchos de ellos están 

diseñados para la determinación secuencial de nitritos y nitratos. En lo 

referente a la sensibilidad y al límite de detección, estos desarrollos 

metodológicos tienen prestaciones superiores a aquellos que se fundamentan 

en la reacción de Griess. La sensibilidad de los métodos cinéticos es elevada, 

siendo en muchos casos el límite de detección real inferior a 1 ng ml-1, lo que 

permite el análisis a niveles de ultratrazas. Adicionalmente el control de 

algunos parámetros del sistema corno son: el tiempo de residencia en el 

serpentín de reacción, la temperatura de operación y el volumen de inyección, 

permitiría establecer un conjunto de curvas de calibración con diversos 

intervalos dinámicos de trabajo. Esto propiciaría 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 
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electro activas corno el S2O3
-2, S-2, I-, Br-, etc. Este comportamiento es lógico, 

ya que pueden intervenir en el sistema redox. Sin embargo, estas interferencias 

no son más significativas que las reportadas para la reacción de Griess.  

Los diseños de acoplamientos AIF-EAM-UVV que han sido desarrollados, se 

limitan al uso de espectrofotómetros dispersivos, en los cuales se trabaja bajo 

la modalidad de "time drive". En este caso tan solo es posible la observación 

del comportamiento de la absorbancia a una Iongitud de onda fija. Estos 

diseños establecen un buen control sobre el balckgraund del sistema a la 

longitud de onda de trabajo, pero están estrictamente limitados en lo referente 

a la medida instrumental. La modificación del montaje instrumental para 

permitir la adquisición del espectro de absorción, ya sea en continuo, en la 

modalidad de "flujo parado" o por incorporación de un detector de arreglo de 

diodos; ampliaría las posibilidades en ese sentido. Por otra parte el diseño de 

desarrollos metodológicos de acoplamientos en sistemas de análisis por 

inyección secuencial (SIA) utilizando detectores de tipo dispersivos o de arreglo 

de diodo s es, en estos momentos, un campo inexplorado.  
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CAPÍTULO 4 

DESARROLLO DE UN MÉTODO CINÉTICO ESPECTROFOTOMÉTRICO 
PARA LA DETERMINACIÓN DE TRAZAS DE NITRITO, BASADO EN SU 

ACCIÓN CATALÍTICA SOBRE LA OXIDACIÓN DE LA TIONINA POR PARTE 
DEL BROMATO DE POTASIO, EN UN SISTEMA DE FLUJO 
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RESUMEN  

En el presente trabajo se desarrolló un método cinético automatizado de 

análisis en flujo continuo con detección espectrofotométrica para la 

determinación de nitrito en aguas. El método se fundamenta en el efecto 

acelerador que tiene el ion nitrito en la reacción redox entre la tionina y el 

bromato de potasio en medio ácido. El criterio de medida utilizado fue el valor 

absoluto de la absorbancia a 599 nm del espectro de absorción obtenido en un 

sistema doble de flujo, corregido mediante una línea de base establecida entre 

700 y 400 nm. Se optimizaron diversos parámetros fisicos, químicos y 

espectroscópicos, propios del sistema. Las condiciones experimentales de 

reacción seleccionadas fueron: [BrO3
-] = 0,06 M, [Tionina] = 8. 10-5 M (en 1,5 % 

(v/v) de H2SO4); y la reacción fue catalizada utilizando un baño de agua a una 

temperatura controlada de 32,5 °C. Bajo estas condiciones la determinación de 

nitrito se llevó a cabo en muestras de aguas de río de la zona de Mérida en un 

intervalo dinámico de 0,6 a 8 µg l-1, con un límite de detección de 0,2 µg l-1 y un 

coeficiente de variación de 1,9 %.  
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1 INTRODUCCIÓN  

En la actualidad existen numerosos desarrollos metodológicos para la 

determinación de nitrito en una variedad de matrices (1,2). La razón principal 

está en el impacto perjudicial que tiene este ión sobre la salud. Su toxicidad 

está principalmente relacionada con su interacción con los glóbulos rojos para 

producir metahemoglobinemia. Su reacción con aminas o ami das conduce a la 

formación de compuestos N-nitroso, algunos de los cuales presentan 

propiedades cancerigenas y mutagénicas (2). La mayoría de los desarrollos 

metodológicos se basan en la reacción de Griess, que involucra la 

diasotización en medio ácido de una amina aromática primaria con el anión, 

para generar una sal de diazonio; seguida por una reacción de acoplamiento 

con una amina aromática o un fenol. En esta etapa se produce un compuesto 

"azo", que generalmente presenta una intensa absorción en el visible (2,3). Entre 

las principales desventajas reportadas de estos métodos destacan la obtención 

de límites de detección altos (LOD > 20 µg l-1) y el uso de reactivos altamente 

tóxicos (3-5). Sin embargo, en algunos trabajos se ha descrito un incremento en 

la sensibilidad del sistema mediante el uso de celdas de pasos ópticos mayores 

a un centímetro (6) o por la incorporación de técnicas de preconccntración (7).  

En la búsqueda de métodos espectroscópicos alternativos para superar estos 

inconvenientes, los métodos cinéticos representan una salida experimental 

atractiva para la determinación de nitritos a niveles ultra trazas (3). Estos 

procedimientos se fundamentan en que la velocidad de oxidación de ciertos 

compuestos orgánicos por parte del ión bromato en medio ácido, se incrementa 

por la presencia del ión nitrito. Entre los compuestos orgánicos que han sido 

utilizados destacan: verde B de naftol (8), piridina-2-aldehido-2-piridilhidrazona 
(9), gallocianina (10), rojo de pyrogallol (4,5), azul cresil brillante (11), ácido 

carminico (12), tionina (13), etc.  

El criterio de cuantificación en estos métodos se basa en la disminución de la 

absorbancia del compuesto orgánico, que se relaciona directamente con la 

concentración del ión nitrito y coa el tiempo de medida. En condiciones optimas 
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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 

análisis disminuye. Por ello, la condición que se adopta en última instancia, es 

un compromiso que está determinado por la concentración 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 

automatización. Sin embargo, se han desarrollado algunos procedimientos 

automatizados sobre la base de la oxidación del verde B de naftol (8,14), la 

gallocianina (10), el rojo de pirogallol (5) y la tionina (15) En general, en estos 

procedimientos se incorpora un largo serpentín de reacción sumergido en un 

baño de agua cuya temperatura se controla y mantiene mediante el uso de un 

termóstato, con el fin de acelerar la reacción.  

Los objetivos del presente trabajo son: i) hacer una evaluación crítica sobre los 

diversos métodos cinéticos que han sido publicados en la literatura sobre la 

determinación de nitrito, y ii) desarrollar un sistema de análisis en flujo con 

detección espectrofotométrica utilizando la acción catalítica del ión nitrito sobre 

la reacción de oxidación de la tionina por parte del ión bromato en medio ácido, 

para la determinación de nitritos en aguas. Esto con el objeto de disponer en el 

laboratorio de un método de análisis con figuras de mérito adecuadas en 

cuanto a sensibilidad, precisión, exactitud y tiempo de análisis, para la 

determinación rutinaria de nitritos en aguas.  

2 PARTE EXPERIMENTAL  

2.1 Instrumentación  

En la Figura 1 se presenta el montaje del sistema en flujo continuo, con 

detección espectrofotométrica utilizado en el presente trabajo para la 

determinación de nitrito en aguas. El sistema consiste básicamente en el 

ensamblaje de accesorios y equipos comerciales. Consta de una bomba 

peristáltica (P) Ismatec IPC de 8 canales, equipada con tubos de Tygon para la 
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propulsión de las soluciones de muestras y reactivos, dos serpentines de 

reacción (R y R'), un termostato (B), dos celdas de flujo, CR y CT (Starna, 160 

µI de volumen interno y 1 cm de paso óptico), y un detector (D). El sistema 

incluye una válvula selectora de canales (V) que permite el paso selectivo de la 

solución de nitritos o de agua DI.  

Las medidas de absorbancia se realizaron con un espectrofotómetro de doble 

haz Perkin Elmer, Modelo Lambda 20, equipado con fuentes de radiación de 

hidrógeno 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 utilizó un baño termóstato LAUDA, Ecoline 

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

 
 

2.2 Reactivos  

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analítico y el agua utilizada fue 

purificada en un sistema Milli-Q TOC (Millipore). En el resto del trabajo se hará 

mención de la misma como DI.  
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Se preparó una solución patrón de nitrito de 1000 mg l-1 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 solución 

se le colocó 1 g de NaOH para prevenir la liberación de ácido nitroso y 1 mI de 

cloroformo, grado espectroscópico, para prevenir el desarrollo bacteriaI. Las 

soluciones estándar se prepararon diariamente por dilución adecuada del stock 

en agua DI.  

Se preparó 1 litro de solución de H2SO4 15 % (v/v) por dilución adecuada de 

ácido sulfúrico concentrado. Se prepararon 500 mI de una solución 8.10-5 M de 

tionina (ACROS) en medio de H2SO4 1,5 % (v/v). Para esto se disolvieron 

0,0105 g del reactivo en agua DI, se adicionaron 50 mI de ácido sulfúrico 15 % 

(v/v), y finalmente se llevó a un volumen final de 500 mI. Esta solución es 

estable, bajo refrigeración, durante una semana. Para los estudios de 

optimización se prepararon soluciones con concentraciones de tionina y H2SO4 

adecuadas a los requerimientos.  

Se prepararon 500 mI de una solución 0,15 M de Bromato de potasio 

disolviendo 12,525 g de KBrO3 (Riedel-de Haen) en agua y llevando a aforo 

hasta 500 mI con agua DI.  

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

de las soluciones descritas con anterioridad.  

2.3 Tratamiento de las muestras  

En este trabajo se analizaron muestras de aguas de río provenientes de la 

ciudad de Mérida (Albarregas y Chama), así como de aguas servidas por 

Aguas de Mérida. La toma y conservación de las muestras se llevo a cabo 

siguiendo el procedimiento descrito por Burguera y colaboradores (16). Las 

mismas fueron filtradas utilizando un filtro de membrana con tamaño de poro de 

0,45 µm y conservadas en refrigeración a una temperatura de 4°C. Las 

muestras fueron analizadas en un tiempo máximo de 12 h después de su 
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recolección.  

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 

diseño utilizado corresponde a un doble sistema de flujo que incorpora un 

espectrofotómetro de doble haz como detector, en el cual el recorrido del 

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

La duración y función de cada una de las etapas involucradas en el 

procedimiento propuesto se detallan en la Tabla 2. La bomba peristáltica (P), 

se mantiene encendida durante todo el análisis para propulsar de forma 

continua al agua DI (C1, C1') y a las soluciones de tionina ácida (C2, C2'), y de 

bromato (C3, C3'). El análisis se desarrolla en tres etapas: i) iniciación del 

sistema, ii) introducción de la muestra (estándar) y iii) adquisición del espectro 

de absorción (ver Tabla 2). En la etapa de iniciación, se calibra el sistema 

haciendo pasar en forma simultánea y sincronizada a la solución ácida de 

tionina previamente mezclada con la solución de BrO3 - en R y R', a través de 

las celdas de trabajo y referencia. En esta etapa la válvula selectora de canales 

hace pasar agua por el canal C1. 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 región espectral comprendida entre 700 y 400 

nm, utilizando una velocidad de barrido de 960 nm min.-1. La duración de esta 

etapa de es aproximadamente 108 s.  
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En la segunda etapa, V se activa pasa introducir la muestra (estándar) a través 

del canal CM, en el sistema. La muestra tarda cerca de 70 s en llegar a la celda; 

sin embargo el tiempo de esta etapa se fijó en 80 s, con el fin de asegurar un 

adecuado llenado del sistema y evitar de esa forma efectos de memoria. A 

continuación la muestra se mezcla con la solución ácida de tionina y la solución 

resultante se mezcla nuevamente con la solución de bromato en el serpentín 

de reacción R, que está sumergido en un baño de agua cuya temperatura está 

controlada en 32,5 ± 0,1 °C. De esta forma la reacción de oxidación de la 
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tionina por el ión bromato se ve catalizada por la presencia de los iones nitrito y 

por el efecto térmico. Finalmente la solución resultante fluye a través de la 

celda de trabajo y va al drenaje. En este momento se activa el comando scans 

del espectrofotómetro (etapa 3) y se adquiere el espectro de absorción por 

triplicado entre 700 y 400 nm, a una velocidad de 960 nm min-1. La adquisición 

de cada espectro requiere de 19 s. Por lo tanto, el tiempo necesario para el 

análisis 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 (estándar) al sistema, se hace activa la válvula 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 simultánea a través de las 

celdas de trabajo y referencia, respectivamente (ver Figura 1). Este diseño 

experimental garantiza que el espectro de absorción que se obtiene, esté 

corregido en tiempo real y en forma adecuada por el grado de oxidación de la 

tionina producido por el bromato, en ausencia de nitrito.  

La absorbancia a 599 nm de los espectros de absorción obtenidos en el 

sistema descrito, corregida mediante una línea de base establecida entre 700 y 

400 nm, se evalúa en estándares y muestras. Los datos obtenidos para las 

muestras se interpolan en la curva de calibración construida a partir de 

estándares introducidos en el sistema en forma análoga a las muestras.  
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3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

3.1 Estudios preliminares en "batch". Espectros de absorción de los 
reactivos  

La tionina ha sido utilizada como un indicador redox (17), así como en la 

determinación de ciertos oxidantes como el Vanadio (V), Cromo (VI), etc. (18). 

Se ha encontrado que algunos oxidantes como el iodato, el cIorato y el 

bromato, en presencia de trazas de nitritos, oxidan de forma irreversible a la 

tionina en medio ácido, siendo el producto de la reacción incoloro. Por otra 

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

 

Las experiencias preliminares se llevaron a cabo en "batch", utilizando celdas 

estándar de cuarzo de 1 cm de paso óptico y con una velocidad de barrido de 

960 nm min-1, utilizando agua como referencia.  

Inicialmente se estudiaron los espectros de absorción de los diversos reactivos 

involucrados en el sistema, así como el efecto de la oxidación de la tionina por 

parte del bromato en presencia y en ausencia del ión nitrito. La tionina presenta 

absorción entre 650 y 425 nm (ver Figura 2a), con un máximo bien definido en 

599 nm, y un hombro situado en 562 nm; mientras que las soluciones de 

H2SO4, BrO3
- y NO2

- son totalmente transparentes en la región espectral bajo 

estudio. El producto de la oxidación de la tionina no absorbe en esta región 

espectral (13). Por su parte, en las Figuras 2b-e se muestra el efecto de la 

oxidación de la tionina por parte del bromato en ausencia de nitritos (Fig. 2b) y 

en presencia de concentraciones crecientes de NO2
- entre 2 y 5 µg NO2

- l-1 (Fig. 

2c-e). Este efecto se manifiesta por una depresión del espectro de absorción, 

que es proporcional a la concentración del ión nitrito. Sin embargo, es 
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importante destacar que bajo las condiciones experimentales de trabajo se 

produce la oxidación de la tionina por parte del bromato aun en ausencia de 

NO2
-, como se observa en la Figura 2b.  

Para estas experiencias se adicionaron en forma manual y secuencial en un 

aforado de 10 mI las soluciones de nitrito (para dar una concentración final 0 y 

5 µg l-1) tionina ácida y bromato, siguiendo el procedimiento descrito por Jiang y 

colaboradores (13). Las soluciones fueron mantenidas durante 3 min en un baño 

de agua a 32,5 °C. Al cabo de ese tiempo la reacción de oxidación de la tionina 

fue detenida por adición de 0,3-0,4 g de úrea sólida (4,13). Es importante 

destacar que el conteo del tiempo se comienza tras la adición de la solución de 

bromato.  

Los resultados obtenidos en estas experiencias preliminares indican 

claramente que la reacción de oxidación de la tionina por parte del bromato, en 

medio ácido, se desarrolla a diferentes velocidades en presencia y ausencia de 

nitritos. Esta condición impone la necesidad de un sistema en el que las 

condiciones experimentales sean muy controladas, y en el que se establezca 

como referencia una solución de tionina oxidada exclusivamente por el 

bromato.  
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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 propósito se estableció el background y el 

blanco del sistema haciendo pasar agua por todos los canales de los módulos 

de referencia y de trabajo (Ver Figura 1). A continuación se hace pasar agua DI 

y las soluciones de tionina ácida y bromato por los canales C1, C2 y C3 del 

módulo de trabajo, mientras se continua pasando agua DI por los canales C1 " 

C2' y C3' del módulo de referencia y se establece el espectro de absorción de 

referencia de la tionina oxidada por el bromato (Ver Figura 3A-a). Finalmente 

se activa la válvula de selección, se introduce en el sistema la solución de 

nitritos a través del canal CM y se adquiere el nuevo espectro de absorción 

(Ver Figura 3A-b). La Figura 3B-a presenta el espectro de absorción obtenido 

mediante espectroscopia substractiva (diferencia entre los espectros 3A-a y 3A-

b). Para validar el diseño experimental propuesto, se estableció inicialmente el 

background y el blanco del sistema haciendo pasar agua DI, solución ácida de 

tionina y de bromato por los canales C1 y C1', C2 y C2'; y C3 y C3', 

respectivamente. A continuación se introduce la solución de nitritos a través del 

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 diseño experimental propuesto aporta diversas ventajas, entre las cuales 

destacan: i) se obtiene directamente el espectro de absorción corregido por la 

oxidación de la tionina producida por el bromato (en ausencia de nitritos), ii) la 

corrección se hace en tiempo real, y iii) se corrigen directamente los efectos 

que pueden generar pequeñas fluctuaciones en parámetros experimentales 

como la temperatura, etc. en la absorción de soluciones de referencia y trabajo.  
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Figura 3 Espectros de absorción de la tionina. A: (a): Solución de tionina ácida 

en presencia de bromato y (b): solución de tionina ácida en presencia de 

bromato y una cantidad conocida de nitritos, utilizando agua en el módulo de 

referencia. B: (a) Espectro obtenido de la substracción de A(a) y A(b). (b): 

espectro que se obtiene cuando se hace pasar la tionina acidificada y el 

bromato por el módulo de referencia y por el modulo de trabajo se hace pasar 

las mismas soluciones pero en presencia de nitrito.  

3.3 Criterio de medida  

Existen diversos criterios de medida que pueden ser utilizados, como son: la 

absorbancia a 599 nm corregida por varias líneas de base, el área 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 

absorción, corregida por una línea de base establecida entre 700 y 400 nm.  

3.4 Optimización de las condiciones de operación  

Inicialmente se probaron diversos montajes y relaciones de flujos con el objeto 

de seleccionar la mejor configuración para el sistema de análisis propuesto. El 

ensamblaje que se muestra en la Figura 1, produjo el mejor compromiso entre 

la señal analítica, la reproducibilidad y el tiempo de análisis.  

En el sistema propuesto, existen diversos parámetros instrumentales, de la 
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reacción química y del sistema de flujo que deben ser optimizados. La 

concentración de los diversos reactivos, la longitud de los serpentines de 

reacción y la temperatura fueron optimizados por el método univariado, 

mientras que los parámetros 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 optimización se chequeó la 

validez de los parámetros previamente seleccionados. Todas estas 

experiencias se llevaron a cabo con una solución de 4 µg NO2
-I-1.  

3.5 Selección de los parámetros instrumentales  

Con respecto a los parámetros instrumentales, se fijó el intervalo espectral en 

700-400 nm, ya que define completamente el espectro de absorción de la 

tionina (ver Figura 2a). Por otra parte, experiencias previas desarrolladas en 

nuestro laboratorio sobre la adquisición de espectros de absorción en sistemas 

de flujo con detección espectrofotométrica en modo continuo (19-21), indican que 

la velocidad de barrido tiene muy poca influencia sobre la calidad del espectro 

de absorción. En este punto, es importante destacar que el espectro fotómetro 

Perkin Elmer, Lambda 20, fija automáticamente la resolución en 1 nm, 

independientemente de la velocidad de barrido seleccionada. Sobre la base de 

estos resultados se fijó la velocidad de barrido en 960 nm min-1, con el objeto 

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

3.6 Optimización de los parámetros relacionados con las reacciones 
químicas  

Está bien establecido en la literatura, que la oxidación de la tionina en medio 

ácido por parte del ión bromato es una reacción lenta, y es acelerada por la 

presencia de trazas de nitrito. Sin embargo, la reacción de oxidación procede 

en cierta extensión, aún en ausencia de nitritos.  

La reacción de oxidación de la tionina, y por lo tanto la disminución en la 

absorción de la misma está fuertemente influenciada por la concentración de 

los diversos reactivos involucrados en el sistema (tionina, H2SO4, NO2
-, BrO3

-) 
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así como con el tiempo de medida. Este último parámetro se relaciona 

directamente con el tiempo de residencia, el cual depende de la longitud de los 

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

Inicialmente se estudió el efecto de la concentración de tionina sobre la 

sensibilidad del sistema. La Figura 4A muestra el efecto de la concentración de 

tionina en el intervalo comprendido entre 1.10-5 y 1.10-4 M sobre la señal 

analítica de la solución bajo estudio. Los resultados indican que la señal 

analítica se incrementa con la concentración de tionina; sin embargo, para 

concentraciones superiores a 8.10-5 M se observa la formación de un 

precipitado. Sobre la base de estos resultados se seleccionó un concentración 

de 8.1 0-5 M para el resto del trabajo, que coincide con la concentración de 

tionina seleccionada por Jiang y colaboradores (13).  

La reacción de oxidación por parte del ión bromato requiere de un medio ácido. 

Por otra parte, está bien establecido en la literatura que el efecto catalítico por 

parte de los iones nitritos también está afectado por la acidez del medio, siendo 

el pH óptimo inferior a 3 (5). Jiang y colaboradores (13) estudiaron el efecto de 

diversos ácidos como HC1, H3PO4 y H2SO4 sobre la oxidación de la tionina por 

el bromato de potasio, encontrando los mejores resultados con el uso de ácido 

sulfúrico. En el presente trabajo, el ácido se incorporó directamente en la 

solución de tionina (15). Sobre la base de esta información, se estudió el efecto 

de la concentración de H2SO4 en la solución de tionina en el intervalo de 0 a 

2,0 % (v/v) sobre la señal analítica de la solución de referencia. Los resultados 

encontrados que se presentan en la Figura 4B, muestran que la señal crece 

con la concentración de ácido, alcanzando un máximo definido a una 

concentración de 1,5 % (v/v). Para concentraciones de ácido sulfúrico 

superiores, la señal analítica (AC) disminuye drásticamente, lo que indica que 

bajo esas condiciones experimentales, la oxidación de la tionina por parte del 

bromato en ausencia de nitritos (AO), es superior a la oxidación que se produce 

en presenciadel ión NO2
- (A), lo que se traduce en una disminución de la 

sensibilidad del sistema.  
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La concentración del ión bromato es un parámetro crítico en el sistema, ya que 

es el agente oxidante, y en cierta forma es el que establece la señal de 

referencia. El efecto de la concentración de BrO3- en el intervalo de 0,025 a 0,1 

M sobre la señal analítica de la solución de referencia se presenta en la Figura 

5. La señal crece fuertemente con la concentración del oxidante, y alcanza un 

máximo entre 0,055 y 0,065 M. Mayores incrementos en la concentración 

producen una pronunciada caída en la señal analítica, lo que deprime la 

sensibilidad del sistema. Sobre la base de estos resultados se seleccionó una 

concentración de KBrO3 0,06 M para el resto del trabajo.  
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La oxidación de la tionina por el ión bromato, aún en presencia de nitritos es 

lenta. Esta reacción puede ser acelerada mediante una catálisis térmica (13). La 

Figura 6, muestra el efecto de la temperatura del baño de agua (ver Figura 1) 

entre 27 y 36°C (ver Figura 1) sobre la señal analítica. La absorbancia 

corregida aumenta rápidamente con la temperatura hasta alcanzar un máximo 

a 32,5 °C. Mayores incrementos en este parámetro deprimen la señal analítica 

considerablemente, lo que indica claramente que la temperatura aumenta de 

manera importante la velocidad de reacción entre el bromato y la tionina. Sobre 

la base de estos resultados se fijó una temperatura de operación de 32,5 °C 

para el resto del trabajo.  
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3.7 Optimización de los parámetros del sistema de flujo  

El efecto de la catálisis térmica está directamente relacionada con el tiempo de 

residencia, el cual está definido por el caudal de los diversos canales, así como 

por la longitud del serpentín de reacción (R).  

Inicialmente se estudió el efecto de la longitud del serpentín de reacción (R y 

R') en el intervalo de 0 a 1000 cm, que corresponde a un tiempo de residencia 

de 0 a 143 s, sobre la señal analítica de nuestra solución de referencia. Los 

resultados encontrados, que se presentan en la Tabla 3, indican que la señal 

analítica se incrementa con la longitud del serpentín hasta los 600 cm, a partir 

de lo cual mayores incrementos en este parámetro se traducen en una 

disminución de la sensibilidad. Sobre la base de estos resultados se seleccionó 

un valor de 600 cm para el resto del trabajo.  

 

3.8 Características analíticas del sistema  

El sistema se caracterizó analíticamente bajo las condiciones experimentales 

que se indican en la Tabla 1. La ecuación de la curva de calibración obtenida 

con estándares de nitrito entre 0 y 8 µg NO2
-l-1 fue: IAcI = -0,0069 + 0,07827 

[NO2
-], con un coeficiente de regresión (r) de 0,9991; en donde Ac representa la 

absorbancia de las soluciones de trabajo a 599 nm corregida mediante una 

línea de base establecida entre 700 y 400 nm y [NO2
-] la concentración de 

nitritos expresada en µg L-1. El límite de detección (3 σ) definido como 3 veces 
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la desviación estándar del blanco fue de 0,2 µg r1, mientras que el límite de 

cuantificación (10 σ) fue de 0,6 µg l-1 La precision del sistema, expresada 

mediante la desviación estándar relativa de 6 medidas independientes de una 

solución de 4 µg NO2
- l-1, fue de 1,9 %.  

3.9 Estudios de recuperación  

Para esta experiencia se utilizaron muestras de aguas de ríos 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 %).  

 

3.10 Estudio de interferencias  

Se estudió el potencial efecto interferente de más de 40 especies aniónicas y 

catiónicas que pueden estar presentes en las muestras de agua. El límite de 

tolerancia se definió como la máxima cantidad de interferente cuyo efecto sobre 

la señal analítica de una solución de 4 ng NO2-fuese inferior a ± 5 %. Los 

resultados obtenidos muestran que el método presenta una muy elevada 

tolerancia a grandes cantidades de cationes metálicos alcalinos y 

alcalinotérreos, así 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 CO2+, Ti4+, Hg2+ , Br y CN- son tolerados 

en una relación m Interefente/m Nitrito 50: 1, mientras que el Fe3+, Fe2+, Mn2+, Ag+ 

C.C.Reconocimiento-No Compartir

www.bdigital.ula.ve



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

Cr3+, Zn2+ Cd2+ Al3+ y Hg+2 no muestran ningún efecto sobre la señal analítica 

aún en relaciones superiores a 1000: 1  

Los aniones I- y S-2 son los mayores interferentes, siendo su límite de tolerancia 

de 50 ng ml-1. El efecto interferente de los yoduros se puede eliminar por 

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

de H2S. Los cloruros, que están presentes en aguas potables interfieren 

cuando están presentes en una concentración superior a 3 mg l-1. Por esta 

razón deben ser eliminados cuando se analizan este tipo de aguas.  
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4 CONCLUSIONES  

En el presente trabajo se desarrolló un método cinético automatizado basado 

en el acoplamiento de un sistema de flujo dual con detección 

espectrofotométrica para la determinación de nitritos en aguas. Por otra parte, 

a pesar de utilizar un doble sistema de flujo, el consumo de reactivos está en el 

mismo orden de otros desarrollos metodológicos que utilizan sistemas de 

inyección en flujo con detección espectrofotométrica, debido a los bajos 

caudales utilizados, así como a la velocidad de barrido seleccionada. Sin 

embargo, la incorporación en el sistema de un detector de arreglo de diodos, 

permitiría disminuir el consumo de reactivos en una proporción realmente 

importante y atractiva.  

El diseño experimental propuesto, permite la adquisición directa y en tiempo 

real del espectro de absorción corregido por el grado de oxidación producido 

por el bromato en ausencia de nitritos, lo cual representa una ventaja atractiva 

frente a otros desarrollos metodológicos propuestos en la literatura. 

Adicionalmente, el disponer del espectro de absorción corregido, abre un 

abanico de posibilidades en la selección del criterio de medida como son el uso 
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de la espectroscopia derivativa, o el uso de áreas integradas, que podrían 

incrementar la sensibilidad del sistema.  

La sensibilidad del método es superior a la que ofrecen los desarrollos 

metodológicos que se fundamentan en la reacción de Griess, e incluso 

compiten abiertamente con algunos métodos que incorporan etapas de 

preconcentración, 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, así como las figuras de mérito que presenta, lo 

hacen adecuado para el análisis rutinario de nitritos en aguas. Adicionalmente, 

con algunas modificaciones podría ser la base para la determinación 

secuencial de nitritos y nitratos en agua, mediante la incorporación de un 

sistema reductor en la configuración propuesta.  
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CAPÍTULO 5 

LA GENERACIÓN DE FASES GASEOSAS EN LÍNEA CON DETECCIÓN 
POR ESPECTROMETRÍA INFRARROJA DE TRANSFORMADA DE 

FOURIER (IR-TF). UNA NUEVA y PODEROSA TÉCNICA ANALÍTICA 
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RESUMEN  

En el presente trabajo se hace una revisión crítica de los trabajos que han 

aparecido en la literatura especializada sobre la generación de fases gaseosas 

en línea, y su determinación vía espectrometría infrarroja de transformada de 

Fourier (IR-TF) Se revisan diversos procedimientos analíticos reportados para 

la determinación 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 análisis en flujo con generación de hidruros y 

detección por IR-TF para la determinación indivídual y simultánea de antimonio, 

arsénico y estaño, así como algunas aplicaciones propuestas para esta técnica. 

Todo esto con vistas a mostrar la real potencialidad analitica que presenta la 

técnica de generación de fases gaseosas con detección por espectrometría IR - 

TF.  
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1 INTRODUCCIÓN  

La espectroscopia de absorción infrarroja en la modalidad de transmisión, tuvo 

su gran auge y desarrollo en el ámbito del análisis químico cualitativo y 

particularmente bajo la óptica de los químicos orgánicos. Es una técnica 

instrumental que se ha caracterizado, y se caracteriza, por ser una poderosa 

herramienta para la identificación de grupos funcionales, y en general, para la 

elucídación de estructuras moleculares (1). Sin embargo, existen al menos 4 

factores que han abierto las puertas de la espectrometria infrarroja al campo 

del análisis químico cuantitativo: i) la aparición en el mercado de los 

espectrómetros infrarrojos de transformada de Fourier (IR-TF), que incorporan 

las conocidas ventajas de Connes, Fellgett y Jacquinot (2-4), ii) la aparición en el 

mercado de nuevos materiales transparentes a la radiación infrarroja 

totalmente inertes al agua, iii) la comercialización de nuevas celdas, incluyendo 

celdas para ser utilizadas en sistemas de flujo, así como celdas de múltiples 

reflexiones que permiten trabajar con grandes pasos ópticos en fase gaseosa y 

iv) la incorporación de esta técnica instrumental por parte de los químicos 

analíticos. Como consecuencia de esto, a partir de los años 90, se ha visto un 

crecimiento importante en el número de trabajos publicados en las revistas má8 

relevantes de la química analítica, en los que está involucrada la 

instrumentación IR-TF. 

La espectrometría IR-TF es una técnica analítica simple y rápida, que 

proporciona valiosa información cuantitativa acerca de la composición de las 

muestras y de los efluentes cromatográficos (5). En general la espectrometría 

infrarroja se puede utilizar en muestras líquidas, sólidas y gaseosas. Sin 

embargo, el uso del IR-TF dentro del análisis cuantitativo presenta diversos 

inconvenientes. El análisis de líquidos o de muestras disueltas requiere la 

utilización de celdas con un paso óptico conocido, generalmente muy pequeño, 

y la selección previa de un solvente adecuado. Por lo general las limitaciones 

que imponen los solventes, los pasos ópticos utilizados, así como la 

transparencia e inercia química de los materiales de las ventanas de las celdas 

limita la aplicación de esta técnica dentro del análisis cuantitativo. Esta 
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situación es particularmente crítica cuando se trabaja en sistemas acuosos, en 

donde las zonas de transparencia son limitadas y los pasos ópticos requeridos 

inferiores en muchos casos a 0,05 mm (6,7). En fase sólida, el uso y preparación 

de las pastillas con haluros alcalinos es laborioso y consume un tiempo 

importante. Además, se requiere la incorporación de un estándar interno para 

lograr que las medidas obtenidas sean independientes del paso óptico. En 

contraste, la fase gaseosa es muy adecuada para realizar determinaciones por 

espectrometría infrarroja(5) debido a varios factores, entre ellos: i) la 

transparencia de los gases (los gases monoatómicos, así como los diatómicos 

homonucleares son inactivos en el IR), ii) la señal de fondo (background) de 

estos sistemas es muy baja, y iii) las celdas gaseosas de reflexiones múltiples, 

ofrecen la posibilidad de trabajar con grandes pasos ópticos (varios metros), 

que proporcionan buenas sensibilidades. Por estas razones, la espectrometría 

IR ha sido muy utilizada como forma de detección en cromatografía de gases 
(5,8,9) y tambien para el análisis de muestra pirolizadas (5,10,11) 

En los últimos años han parecido en la literatura una serie de trabajos, en los 

cuales se volatiliza en forma selectiva al analito, o los analitos presentes en la 

muestra, y la fase gaseosa generada se analiza por espectrometría IR-TF. 

Todos estos trabajos utilizan sistemas de análisis por inyección en flujo, en los 

cuales la fase gaseosa se genera en línea. Esta metodología ha sido aplicada a 

la determinación de etanol en muestras de cloroformo estabilizadas con el 

alcohol (5), en bebidas alcohólicas (12) y en sangre; (13) a la resolución de 

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

cosméticos (14,15), al análisis simultáneo de benceno, tolueno y metil, ter-butil 

éter en gasolinas (16) y de acetato de etilo, tolueno y metil-etil cetona en 

solventes comerciales de pinturas (17). También ha sido utilizada para la 

determinación de carbonatos en aguas (18,19), sedimentos y apatitas 

carbonatadas (20,21). En estos trabajos, las prestaciones analíticas de las 

metodologías propuestas compiten abiertamente con las correspondientes a 

los diversos métodos de referencia utilizados.  

Recientemente, Gallignani y colaboradores desarrollaron el acoplamiento del 
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análisis en flujo con la generación de hidruros, utilizando la espectrometría IR- 

TF como forma de detección (22,23) En este trabajo preliminar se describe la 

determinación individual y simultánea del antimonio, arsénico y estaño, 

mediante la generación de la estibina (SbH3), la arsina (AsH3) y el estannano 

(SnH4). Estos investigadores, también realizaron un desarrollo metodológico 

basado en el acoplamiento mencionado, para la determinación de antimonio en 

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

El principal objetivo del presente trabajo es hacer una revisión crítica de las 

diversas aplicaciones que han aparecido en la literatura especializada en los 

últimos años, sobre la generación de fases gaseosas y su detección vía IR-TF, 

y mostrar con ello la real potencialidad que tiene esta técnica analítica.  

2 CONSIDERACIONES GENERALES-PRECEDENTES  

En el año 1995, el grupo de Miguel de la Guardia, Salvador Garrigues y 

colaboradores, de la Universidad de Valencia, España, publicó un trabajo 

titulado "Vapour generation Fourier transform infrared spectrometry. A new 

analytical technique" (5). En este trabajo se propone una nueva técnica para la 

introducción directa de las muestras en el análisis espectrométrico por IR-TF. 

La técnica se fundamenta en la introducción de un volumen discreto de 

muestra dentro de un reactor de volatilización calentado eléctricamente, en 

donde se volatiliza(n) "selectivamente" el (los) compuesto(s) que se desea(n) 

analizar. El montaje experimental (Ver Fig. 1) consiste en un sistema simple de 

análisis por inyección en flujo (AIF) de un solo canal en el cual se genera en 

línea una fase gaseosa; y que utiliza a la espectrometría IR-TF como forma de 

detección (AIF-GFG-IRTF). El sistema utiliza un canal con un portador gaseoso 

(N2), e incorpora un reactor de volatilización de vidrio pyrex con un volumen 

interno de 2,5 mI, dentro del cual se inyectan las muestras (estándares) 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, 
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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-1) como una función del 

tiempo. En este trabajo se utilizó una celda de gases de reflexiones múltiples 

Wilmad, Modelo 3.2, equipada con ventanas de KBr, la cual está alineada en 

forma permanente. La celda presenta un volumen interno de 100 mI y un paso 

óptico de 3,2 metros.  

 

Figura 1 Diagrama esquemático del sistema propuesto de análisis por 

inyección en flujogeneración de fase gaseosa y espectrometria infrarroja de 

transformada de Fourier (AIF-GFG-IRTF) para la determinación 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 metodología propuesta se utilizó para la determinación de etanol en 

muestras de cloroformo estabilizadas con este alcohol, bajo las siguientes 

condiciones experimentales: volumen de inyección = 25 µl, temperatura del 

reactor = 90°C, resolución = 8 cm-1, y flujo de N2 = 410 mI min.-1 La Figura 2A 

muestra los espectros IR-TF en fase gaseosa del cloroformo y el etanol puros 

(Fig. 2A-a), así como el correspondiente a una solución de CHCl3, estabilizada 

con 1 % (v/v) del alcohol (Fig. 2A-b). Las bandas analíticas seleccionadas para 

el etanol y el CHCl3 fueron las de 1066 cm-1 y 931 cm-1 respectivamente. El 

criterio de medida utilizado fue el cociente entre las absorbancias de las 

bandas de 1066 cm-1 y 931 cm-1, corregidas ambas por la absorbancia a 835 
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cm-1. También se estudió 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 calibración, produce 

resultados más exactos y precisos que los que se obtienen mediante el uso de 

la calibración clásica directa con las absorbancias corregidas. El trabajo 

presenta un estudio sistemático del efecto de diversos parámetros 

experimentales como son la temperatura del reactor, el volumen de inyección, 

la resolución y el flujo de Nitrógeno sobre la sensibilidad y precisión de las 

medidas analíticas. Las características analíticas del sistema propuesto 

obtenidas bajo las condiciones óptimas de trabajo indicadas, resultan 

adecuadas para la aplicación propuesta (Ver Tabla 1A). El método propuesto 

se utilizó para el análisis de cinco muestras comerciales de CHCl3 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 partir de este trabajo preliminar, el grupo de Valencia ha realizado nuevas 

contribuciones, aplicando la metodología propuesta a diversas matrices. En 

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 función del tiempo. A continuación, sobre la base de la información 

adquirida, se definen los picos AIF (FIAgramas o quemigramas). Esto se logra 

definiendo un criterio para la medida instrumental, que puede ser la 

absorbancia a cierto número de onda, la absorbancia del máximo con 

corrección por línea de base, el área integrada en cierto intervalo espectral, etc. 

En este punto, se toma la medida instrumental definida, en cada espectro 

adquirido, y se registra como una función del tiempo. Esto se logra mediante el 

uso de softwares adecuados. En el presente trabajo no se discute este último 

tópico; sino que se hace hincapié en el criterio de medida instrumental 

seleccionado.  
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3 LA DETERMINACIÓN DE ALCOHOLES (ETANOL y METANOL)  

En esta sección se describirán algunos trabajos en los que se aborda la 

determinación de alcoholes (etanol y metanol), en forma individual (etanol), o 

en mezclas en matrices como bebidas alcohólicas, sangre y productos 

cosméticos.  

Amparo Pérez-Ponce y colaboradores (12), proponen un procedimiento simple 

para la determinación de etanol en bebidas alcohólicas en un montaje similar al 

descrito en la sección anterior (Ver Fig. 1). El método se basa en la inyección 

de un volumen discreto de muestra (1 µl) 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 nitrógeno de 300 mI 

min.-1, trabajando a una resolución de 8 cm-1. La celda de gases es la misma 

descrita en la sección anterior, pero en esta ocasión equipada con ventanas de 

ZnSe. La Figura 2B-a presenta los espectros IR-TF en fase gaseosa obtenidos 

en el sistema propuesto del agua (----) y de una solución de etanol 10 % (v/v) 

en agua (). El etanol muestra una serie de bandas potencialmente útiles, 

entre las cuales los autores seleccionaron con fines analíticos la banda de 1050 

cm-l. Por su parte, la Figura 2B-b muestra el comportamiento de esta banda en 

una solución acuosa de etanol al 10 % (v/v), así como en muestras de vino y 

cervezas. La medida instrumental que se utilizó fue la absorbancia integrada 

entre 1150 y 950 cm-1. Las figuras de mérito obtenidas para cada una de esas 

calibraciones se resumen en la Tabla 1 A. El método descrito está libre de 

interferencias por parte del vapor de agua y de los azúcares presentes en las 

muestras. La metodología propuesta se utilizó 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 alcohólico (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).  
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El mismo diseño experimental fue utilizado para la determinación de etanol en 

sangre completa y en suero sanguíneo (13). En este caso se utilizó un volumen 

de inyección de 10 µl, la temperatura del reactor se mantuvo en 90°C, el flujo 

de N2 se fijó en 400 mI min. -1 y la resolución nominal en 8 cm-1. 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 última se 

observa con claridad la aparición de la banda característica de etanol en 1050 

cm-1; la cual se utiliza para su cuantificación utilizando el mismo criterio descrito 

en la aplicación anterior. El intervalo de trabajo, la ecuación que describe a la 

curva de calibración, el límite de detección, así como la precisión del método 

propuesto se presentan en la Tabla 1 A. El método se probó en muestras 

reales de sangre completa, naturales y fortalecidas con etanol, con un 

contenido de etanol comprendido entre 0 y 1,2 g l-1. La exactitud de los 

resultados obtenidos no fue evaluada.  

J.M. Garrigues y colaboradores (14) proponen un método, utilizando el montaje 

previamente descrito, para la determinación simultánea de etanol y metanol en 

muestras de bebidas alcohólicas y productos cosméticos. En este caso se 

utiliza un volumen de inyección de 1 µI, una temperatura de operación del 

reactor de 80°C, un flujo de nitrógeno de 300 mI min.-1, una resolución nominal 

de 8 cm -1, y el espectro IR-TF se registra en el intervalo comprendido entre 

2000 y 700 cm-1. El espectro IR-TF en fase gaseosa de soluciones acuosas de 

etanol y metanol al 10 % (v/v), así como de soluciones acuosas de: etanol 5 % 

(v/v), metanol 1 % (v/v) , y una mezcla de ambos en concentraciones del 5 % y 

1 % (v/v), respectivamente (Ver Figura 3) muestra dos absorciones 

características del etanol en 1050 y 880 cm-1, y una absorción simple del 

metanol a 1030 cm-1. El criterio de medida seleccionado fue la absorbancia 

integrada en los intervalos de 1025 - 950 cm-1 y 950-820 cm-1. La primera 

corresponde a la contribución de ambos alcoholes, mientras que la segunda se 

correlaciona estrictamente con la concentración de etanol. Por lo tanto, la 

resolución 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 
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interfieren en la determinación en concentraciones equivalentes a la del 

metanol. El método propuesto fue utilizado para la determinación 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 añadido en 

ambos casos se varió entre 0,35 y 3,38 % (v/v), siendo su evaluación 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 evaluó mediante estudios de 

recuperación.  

Por su parte, Amparo Pérez-Ponce y colaboradores (15) realizaron el mismo 

estudio pero utilizando PLS (partial least squares)-IRTF para el análisis de la 

fase gaseosa generada. Se utilizaron diversos seIs de estándares y diferentes 

intervalos de números de onda para la calibración. Los mejores resultados (el 

menor error de predicción) se obtuvieron a partir de un set de estándares 

integrado por soluciones acuosas de etanol (2,5 – 22,5% v/v) y de metanol (0,5 

– 3,5 % v/v). 
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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) solución 

1 % (v/v) de etanol en cloroformo. (B) Etanol en bebidas alcohólicas, (a) agua 

(trazado discontinuo) y solución de etanol al 10 % (v/v) en agua (trazo 

continuo), (b) expansión de la banda de 1050 cm-1 correspondiente a: una 

solución 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 l-1 de etanol. La condiciones experimentales de cada aplicación 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) solución 

acuosa de 5 % (v/v) de etanol, (c) solución acuosa 1 % (v/v) de metanol, y (d) 

solución acuosa de etanol 5 % (v/v) y metanol 1 % (v/v). Las condiciones 

experimentales se indican en el texto y en la Tabla 1B. 
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4 EL ANÁLISIS DE SOLVENTES DE PINTURAS Y GASOLINAS  

E. López-Anreus y colaboradores (16) sobre la base de experiencias previas de 

ese grupo en la determinación de benceno, tolueno y metil-ter-butil éter (MTBE) 

en gasolinas (25-28), desarrollaron un  método para la determinación simultánea 

de estos componentes en gasolina utilizando la metodología descrita. Para esta 

aplicación utilizan un volumen de inyección de 1 µI, una temperatura del reactor 

de 90°C, un flujo de nitrógeno de 400 mI min. -1, una resolución nominal de 8 

cm-1; y en esta ocasión utilizan la acumulación de 2 scans para la adquisición 

de cada espectro. El espectro de referencia se obtiene para el flujo de N2 

indicado, mediante la acumulación de 10 scans. El espectro IR-TF se registra 

como función del tiempo en la región espectral comprendida entre 1600 y 500 

cm-1, y se utilizan las bandas de 673 cm-1 (671-675), 729 cm.-1 (727-731) y 

1212 cm-1 (1210-1214) para la cuantificación del benceno, tolueno y MTBE, 

respectivamente. Esto se ilustra en la Figura 4, en donde se presentan los 

espectros obtenidos a partir de estándares de benceno, tolueno y MTBE 

preparados en hexano, así como de muestras comerciales de gasolina.  

En el trabajo los autores discuten en forma crítica la utilización de diversos 

criterios de medida, así como diferentes líneas de base para la corrección de la 

absorbancia en los máximos de absorción. Los límites de detección así corno la 

precisión varían con el criterio de medida considerado. De esta forma los 

límites de detección reportados varían 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 precisión (DER, n = 5) varía entre 0,5-1.9 %, 0,6-1,8 % y 0,8-1,8 % 

para la determinación 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 

cromatográficos y por IR-TF en fase líquida.  
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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: ampliación de la región espectral comprendida entre 

850 y 600 cm-1: (-----) solución de benceno 5 % (v/v) en hexano, () solución 

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.  
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En una nueva aplicación (17) estos investigadores utilizan el procedimiento 

general esbozado y el montaje experimental descrito para la determinación 

simultánea de acetato de butilo, tolueno y metil-etil-cetona (MEC) en solventes 

de pinturas. En esta aplicación, se inyectan 0,2 µl de la muestra en el reactor 

de vidrio calentado a 80°C, y el flujo de nitrógeno utilizado fue de 415 mI min -1. 

Los espectros IR-TF se tomaron en el intervalo comprendido entre 2000 y 500 

cm-1, acumulando dos sacns por cada espectro. Para este análisis se 

seleccionaron las bandas de 1072 cm-1, 729 cm-1 y 1172 cm-1, para la 

determinación de acetato de butilo, tolueno y MEC, respectivamente (Ver Fig. 

5).  

 

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.  
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Los autores proponen dos procedimientos para la resolución de esta mezcla. El 

primer procedimiento se fundamenta en la regresión univariada, preparando 

curvas de calibración simples para cada uno de los componentes. El criterio de 

medida utilizado fue: (i) para el acetato de butilo se usó el área integrada entre 

1074 y 1070 cm-1, con una corrección por la línea de base establecida entre 

1135 y 785 cm-1, (ii) para el tolueno la integración se realizó entre 731 y 727 

cm-1 y la línea de base de corrección entre 800 y 650 cm-1, y (iii) para la MEC 

se trabajó con la integración entre 1174 y 1170 cm-1, con corrección por la 

línea de base entre 1658 y 1135 cm-1. Las curvas de calibración se realizaron 

inyectando diferentes volúmenes (0 - 0,4 mI) 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 

calibración se realizó por PLS (partial least sqaures). En este caso se utilizaron 

datos de absorbancia en el intervalo comprendido entre 2033 y 644 cm-1 (360 

puntos). Para la calibración se utilizó un grupo de 7 estándares preparados por 

mezcla de los tres componentes a diversas concentraciones. La metodología 

propuesta se utilizó para el análisis de muestras reales (solventes de pinturas) 

y cinco (5) muestras sintéticas con contenidos diversos de acetato de butilo (0 - 

50 % (v/v)), tolueno (0 - 50,5 % (v/v)) y MEC (0 - 50,5 % (v/v), utilizando ambas 

formas de calibración, obteniéndose en todos los casos resultados 

satisfactorios.  

 

Tabla 2 Características analíticas del sistema AIF-GFG-IRTF propuesto para la 

determinación de acetato de butilo, tolueno y metil-etil cetona en solventes de 

pinturas  
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5 DETERMINACIÓN DE CARBONATOS, BAJO LA FORMA DE CO2  

En esta sección del trabajo se analizan algunos trabajos en los que se plantea 

la determinación de carbonatos en muestras de aguas (18,19), sedimentos (20) y 

apatitas carbonatadas (21). En este punto es importante comenzar describiendo 

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

bajo estudio, así como el comportamiento de absorción de las mismas en el IR.  

La Figura 6 presentan los espectros IR-TF en fase sólida (pastillas de KBr) de 

(a) NaHCO3, (b) Na2CO3, (c) MgCO3 y (d) CaCO3, (e) un estándar de CaCO3 

preparado en NaCl, (f) un estándar 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 vibración C-O. La 

primera de ellas, muy intensa, centrada en 1400 cm-1; y la segunda de 

mediana intensidad en 870 cm-1. Ambas bandas sufren pequeños 

desplazamientos, dependiendo del catión presente en la sal, especialmente si 

el espectro se toma en fase sólida (Ver Fig. 6-b, c, d). Por otra parte se 

observan grandes desplazamientos cuando el CO3-2 cambia a la forma RCO3- 

(Ver Fig. 6a, b) desplazándose la banda de absorción hasta 1350 cm-1 (20). Los 

suelos y sedimentos naturales contienen una mezcla de carbonatos y 

carbonatos ácidos con diferentes cationes. Adicionalmente en este tipo de 

muestras pueden estar presentes algunos aniones inorgánicos como el silicato, 

que presentan absorción en la misma región espectral que los carbonatos (Ver 
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Fig. 6-h) (20). Por su parte, las apatitas carbonatadas son apatitas [Ca10 (PO4)6 

(OH)2] 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 absorción entre 1427 y 1454 cm-1, 

característica del strech asimétríco del carbonato (21).  

Por su parte, la Figura 7A muestra los espectros IRTF en fase líquida obtenidos 

a partir de: (a) una solución de Na2CO3 con una concentración equivalente en 

RCO3- de 1000 mg l-1, (b) una solución de NaHCO3 de la misma concentración, 

(c) un agua mineral, y (d) blanco del sistema (agua). Es evidente que en las 

últimas dos soluciones se encuentran los dos iones en equilibrio (CO3 = + H+ → 

RCO3-), el cual depende en última instancia del pH de la solución. Al igual que 

en el espectro en fase sólida, el carbonato muestra su absorción característica 

en 1400 cm-1 (Ver Fig. 7 A-a); la cual sufre de un desplazamiento hipocrómico 

e hipsocrómico hasta 1350 cm-1 al disminuir el pH de la solución (Ver Fig. 7A-

b), debido a la protonación del ión carbonato observará una banda cuya 

posición dependerá de la contribución de ambas especies, como se puede 

observar en la Figura 7 A-c. Además, es importante notar que el espectro del 

blanco que se obtiene en fase líquida no es despreciable, aún habiendo sido 

obtenido por la acumulación 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 determinación de carbonatos en 

muestras sólidas y líquidas vía FT-IR, presenta serios inconvenientes 
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experimentales. Por otra parte, cuando estas muestras se tratan con suficiente 

ácido (HCI, HNO3, etc.), todo el CO3 -2 y el HCO3· presente en la muestra se 

convierte a la forma de CO2, cuyo espectro IR-TF se caracteriza por presentar 

un doblete intenso entre 2400 y 2300 cm-1 que corresponde a la extensión 

asimétrica del CO2, como se puede observar en la Figuras 6-i y 7B. En este 

punto, es importante destacar que el vapor de agua presenta una absorción 

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

 

Sobre la base de lo antes expuesto, se puede concluir que la espectrometría 

IR-TF en fase gaseosa proporciona una interesante alternativa instrumental, 

sensible y selectiva, para la determinación del contenido de carbonatos 

(totales) bajo la forma química de CO2 (g) en muestras líquidas y sólidas. 

Nuevamente, los sistemas que se van a discutir a continuación, representan 

acoplamientos simples de sistemas de inyección en flujo con generación de 

una fase gaseosa y detección por IR-TF. En todos los casos que se discutirán, 

se trabajó adquiriendo el espectro IR-TF entre 3000 y 1000 cm-1; y el criterio de 

medida seleccionado fue la absorbancia integrada entre 2500 y 2150 cm-1  

 

Figura 7 Espectros IR-TF en fase líquida y gaseosa de carbonatos. (A) 
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Espectros en fase líquida obtenidos a partir de: (a) solución de Na2CO3 con una 

concentración equivalente en HCO3- de 1000 µg ml-1, (b) solución de NaHCO3 

de la misma concentración, (c) una muestra de agua mineral, y (d) blanco 

(agua destilada), (B) Espectro en fase gaseosa del CO2 (g). Los espectros en 

fase líquida se obtuvieron tras la acumulación de 50 scans, en una celda de 

transmisión con un paso óptico 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 mI de 

volumen interno, y 3,2 metros de paso óptico equipada también con celdas de 

ZnSe, utilizando N2 como referencia. Otras condiciones experimentales se 

indican en el texto.  

6 DETERMINACIÓN DE CARBONATOS EN AGUAS  

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

por inyección en flujo-generación de fase gaseosa y detección por IR-TF para 

la determinación de la concentración total de carbonatos en aguas. El método 

se basa en la inyección simultánea de 100 µl de muestra (sin ningún 

tratamiento previo) y 100 µl de HNO3 0,025 M en un montaje de dos canales 

propulsados por una bomba peristáltica, que transportan agua como portador a 

un caudal de 0,4 mI min-1. Las soluciones introducidas se mezclan mediante 

una y en un serpentín de teflón de 37 cm de longitud y pasan a través de una 

unidad de permeación 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 difusión del CO2 a través del tubo de silicio. La fase gaseosa que se 

genera (CO2 (g), H2O (g)) es arrastrada mediante un flujo de N2 de 300 ml min.-
1 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 mayoría de la fase acuosa termine en el drenaje, y de esta 

forma se reducen los problemas asociados con la potencial condensación del 

vapor de agua dentro de la celda de gases. Los espectros se obtuvieron 
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acumulando tres scans a una resolución de 16 cm-1, y se trabajó con el criterio 

de medida indicado con anterioridad. La calibración del sistema se llevó a cabo 

con estándares acuosos de Na2CO3 tratados de la misma forma que las 

muestras. La absorbancia integrada de cada muestra y estándar se corrigió con 

el área correspondiente a la absorbancia integrada obtenida por la inyección de 

agua destilada en el mismo sistema. Las características analíticas del 

procedimiento propuesto, bajo las condiciones óptimas de trabajo descritas, 

son adecuadas para la aplicación propuesta (Ver Tabla 3). El método se aplicó 

para el análisis de muestras de aguas minerales (7 - 130 mg HCO3
-l-1) aguas 

de superficie (≅ 170 mg HCO3- l-1), aguas de mar (≅ 135 mg HCO3
-l-1) y aguas 

de lago (46-165 mg HCO3
- l-1); siendo los resultados obtenidos consistentes 

con los encontrados mediante métodos estándar volumétricos.  

Estos autores abordan el mismo tema, pero en esta ocasión proponen el uso 

de un serpentín de reacción inmerso en un horno de microondas focalizado y 

un separador de fases en sustitución de la unidad de permeación de gases 

(Ver Fig. 8A) para la generación y separación del CO2 a partir de la muestra 

acidificada (19). El método se basa en la inyección simultánea de 100 µI de 

muestra y 300 µI de HNO3 0,1M en un montaje similar al descrito con 

anterioridad, que utiliza un caudal del portador (agua) de 0,6 mI min.-1 En este 

diseño, la solución resultante se introduce en un serpentín de reacción de teflón 

de 88 cm (0,8 mm d.i), y a continuación pasa a través de un serpentín de 

calentamiento de teflón 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-líquido y se transporta al interior 

de la celda de gases con la ayuda de un flujo de nitrógeno de 200 mI min. -1. El 

criterio de medida utilizado es el descrito en la sección preliminar. Los autores 

reportan dos calibraciones para el sistema, dependiendo de la concentración 

de las muestras, cuyas características analíticas se resumen en la Tabla 3. La 

metodología propuesta fue utilizada para el análisis de aguas superficiales (≅ 

162 mg HCO3- l-1), aguas de desechos (373-575 mg HCO3-l-1) aguas minerales 
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(80-120 mg HCO3- l-1) yaguas de lago (60-130 mg HCO3- l-1), siendo los 

resultados encontrados consistentes con los obtenidos mediante métodos de 

referencia.  

7 LA DETERMINACIÓN DE CARBONATOS EN MUESTRAS SÓLIDAS  

Siguiendo la línea de trabajo trazada por estos investigadores sobre la 

determinación del ión en diversas matrices, la siguiente aplicación versa sobre 

la determinación de carbonatos en muestras de sedimentos (20). El diagrama 

esquemático 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 N2, un reactor de vidrio removible para contener a la muestra, una 

celda de gases y un espectrómetro IR-TF. El reactor está sumergido en un 

baño de agua cuya temperatura se controla y mantiene en 40°C. El sistema 

incorpora una válvula de tres vías para dirigir el flujo de N2, de forma que el 

portador gaseoso pase en todos los momentos del análisis a través de la celda 

de gases. Los envases de vidrio utilizados (el reactor) para contener a las 

muestras son viales comerciales con un volumen interno cercano a los 13 mI, a 

los que se ha incorporado una entrada de gas, una salida de gas y un septum a 

través del cual se introduce la solución de ácido; mientras que la celda IR de 

gases utilizada fue de fabricación casera. Esta consiste en un bloque cilíndrico 

hueco de teflón con ventanas de ZnSe, con un volumen interno de 490 µl y un 

paso óptico de 39 mm. El método desarrollado consiste en la inyección de 1 mI 

de HCl (0,25 M) dentro del envase termostatizado de la muestra que contiene 

20 mg, (exactamente pesados) de la muestra de sedimento. El CO2 que se 

genera bajo esas condiciones, se transporta a la celda de gases mediante un 

flujo de nitrógeno de 50 mI min. -1, donde se adquiere el espectro IR-TF como 

función del tiempo bajo las condiciones experimentales descritas. El 

background del sistema se obtiene previamente colocando el envase de 

muestra vacío, a través del cual se hace pasar en forma continua el flujo de 

nitrógeno. Las prestaciones analíticas de este sistema, en las condiciones 

experimentales descritas se resumen en la Tabla 3. El método se utilizó para el 

análisis de 6 muestras de sedimentos naturales (22,7 ± 0,4 - 76,1 ± 3 % CaCO3 
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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 (21) desarrollaron una metodología para la 

determinación de carbonatos en apatitas carbonatadas, utilizando básicamente 

el diseño 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 condensación del vapor de agua  

El procedimiento recomendado para esta aplicación es el siguiente. Se 

introducen 50 mg de muestra (estándar), pesados con exactitud en el interior 

del reactor. Este se coloca en el sistema FIA, y se calienta a 40°C. A 

continuación se hace pasar N2 por el sistema y se define el background del 

mismo. En este punto se inyectan en el reactor 2,0 mI de HCl 0,5 M a través 

del septum, y el CO2 que se genera, se transporta a la celda de gases 

mediante un portador de N2 a un flujo de 60 mI min.-1. Para la calibración del 

sistema se prepararon estándares de CaCO3 en NaCl. Para ello las diversas 

mezclas CaCO3/NaCI fueron molidas y homogeneizadas en un mortero de 

ágata 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 metodología descrita se utilizó para el análisis 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 ocasión, los resultados 

obtenidos por la interpolación en la curva de calibración simple mostraron 

diferencias significativas con respecto a los encontrados mediante un método 

de referencia (un sistema comercial para la determinación de CO2). Sobre la 

base de estos resultados, los investigadores utilizaron procedimientos de 

adición de estándar para la calibración del sistema, encontrando bajo estas 

condiciones resultados satisfactorios.  
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Tabla 3 Características analíticas de los métodos propuestos para la 

determinación de carbonatos  
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8 ESPECTROMETRÍA INFRARROJA DE TRANSFORMADA DE FOURIER 
COMO DETECTOR PARA LOS ELEMENTOS FORMADORES DE 
HIDRUROS. UNA NUEVA ALTERNA TIVA INSTRUMENTAL.  

La generación de hidruros (GH) es una técnica que permite la conversión de 

analitos como el selenio, telurio, bismuto, arsénico, antimonio, estaño, 

germanio, cadmio y plomo a su correspondiente hidruro covalente gaseoso. La 

GH ha sido acoplada con todas las técnicas atómicas (absorción, emisión y 

fluorescencia), especialmente a la espectroscopia de absorción atómica, y 

existen diversos reviews en la literatura en donde se resumen las múltiples 

aplicaciones que ha tenido en muestras y matrices tan diversas como: 

medioambiente, alimentos, agricultura, materiales geológicos, metalúrgicos y 

biológicos; plásticos, muestras clínicas, etc. (29-32). La GH también ha sido 

acoplada, aunque en una proporción muy inferior, a sistemas 

espectrofotom´étricos (33-35). 

 En el año 2002, Gallignani y colaboradores (22,23) desarrollaron el acoplamiento 

del análisis en flujo con la generación de hidruros, utilizando a la 

espectrometría infrarroja de transformada de Fourier como forma de detección 

para la determinación de algunos elementos formadores de hidruros. En este 

acoplamiento se potencian las ventajas inherentes a la instrumentación IR-TF, 
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así como aquellas correspondientes a las diversas técnicas involucradas: el IR- 

TF en fase gaseosa, el análisis en flujo y la GH. El acoplamiento fue puesto a 

punto para la determinación individual y simultánea de arsénico, antimonio y 

estaño. La Figura 9A muestra el diagrama esquemático del montaje 

instrumental utilizado. Este consiste de tres bombas peristálticas (P1-P3), un 

serpentín de reacción (R1), dos entradas de N2, un separador de fases (GPS), 

una celda de gases IR un detector IR-TF y una trampa con solución de AgNO3 

0,25 M para atrapar a los hidruros a su salida de la celda de gases (GT). Las 

bombas P1 y P2 están sincronizadas en el tiempo para introducir al sistema en 

forma secuencial a la solución portadora (C1, agua) y la muestra (C2). Por su 

parte la bomba P3 propulsa en forma continua a las soluciones 

correspondientes al canal ácido (C3, HCI) y el reductor (C4, NaH4). En este 

trabajo se utiliza una celda de gases convencional de 10 cm de paso óptico 

(Wilmad) equipada con ventanas circulares (32x2 mm) de ZnSe, así como una 

celda de múltiples reflexiones (Cristal Laboratory), con un paso óptico de 7,25 

metros, también equipada con ventanas circulares de ZnSe de 25x2 mm. La 

muestra (C2) en su trayectoria se acidifica con la solución de HCl (C3), y la 

solución resultante reacciona con la solución de NaH4 (C4) en el serpentín de 

reacción R1, en donde se genera el hidruro volátil del analito. Una entrada de 

N2 ayuda a la separación de las fases líquidas y gaseosas, la cual se completa 

en el separador de fases gas-líquido (GPS). En ese punto, una segunda 

entrada de N2 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-1 tras la 

acumulación de tres scans. La Figura 10 muestra los espectros IR-TF 

obtenidos en el sistema descrito de los hidruros de antimonio (A: estibina, 

SbH3), estaño (B: estannano, SnH4) y arsénico (C: arsina, AsH3), obtenidos a 

partir de soluciones estándar de 10 mg l-1 de cada uno de ellos. Se observan 

las bandas de absorción características de los hidruros en cuestión: 1893, 831 

y 781 cm-1 para la estibina; 1904, 695 y 677 cm-1 para el estannano; 2125 y 

2115 cm-1 para la arsma. Adicionalmente, en la Figura 10 D se presenta el 

espectro obtenido a partir de una solución con un contenido de 10 mg l-1 de 

antimonio, estaño y arsénico, en donde aparecen claramente definidas las 
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bandas de 1893, 1904 y 2125 cm-1 del Sb, Sn y As, respectivamente. La 

capacidad del sistema propuesto para el análisis simultáneo real, es sin lugar a 

dudas, una de las grandes ventajas que ofrece. Los investigadores presentan 

un estudio sistemático de los diversos parámetros involucrados en el sistema 

(acumulación de scans, resolución nominal, concentración de reactivos, flujo 

del gas de arrastre, etc.) sobre la calidad analítica de los resultados. En la 

Tabla 4 se presentan las características analíticas de los calibrados obtenidas 

bajo las condiciones óptimas de trabajo, Adicionalmente, los autores presentan 

una evaluación crítica sobre las verdaderas potencialidades que ofrece la 

metodología propuesta.  

 

Figura 9 Diagrama esquemático del montaje de Análisis en flujo-generación de 

hidruros-IRTF utilizado para: (A) muestra sintética de Sb, Sn y As, (B) la 

determinación de Sb en productos farmacéuticos. P1, P2, P3: bombas 

peristálticas, R1, R2, R3: serpentines de reacción, Cp: portador, CM: muestra 

(estándar), CH: HCl, CR: reductor (NaBH4), CPR: pre-reductor (KI), Cox: oxidante 

(K2S2Og), SF: separador de fases, RG: regulador de flujo, TG: trampa de gases.  

Estos investigadores adaptaron el acoplamiento desarrollado para la 
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determinación de antimonio en productos farmacéuticos antimoniales como el 

glucantime24. Para esta aplicación, 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 reacción propia 

de la generación del SbH3, por tratamiento en línea con soluciones de K2S2Og y 

KI respectivamente. Todo el procedimiento se desarrolla en línea, en un 

sistema totalmente automatizado. Las características analíticas del sistema 

(intervalo lineal: 0-600 mg(Sb )l-1, límite de detección (3σ) = 0,9 mg l-1, límite de 

cuantificación (10σ): 3 mg l-1, DER = 0,3 % (n=5, 250 mg l-1 y una frecuencia de 

análisis de 25 muestras por hora) obtenidas bajo las condiciones óptimas de 

trabajo ([K2S2O8] = 3 % (p/v), [KI]= 5 % (p/v), [NaBH4] = 0,5 % (p/v), [HCl]= 10 

% (v/v), Flujo N2= 50 y 25 ml min.-1, Resolución = 2 cm-1, y N° de scans 

acumulados para la adquisición de cada espectro = 3), son realmente 

adecuadas para esta aplicación. El método desarrollado se utilizó para analizar 

varias muestras de productos farmacéuticos antimoniales como glueantime, 

pentostan, etc., y los resultados encontrados no difieren significativamente con 

los reportados por el productor y con los obtenidos por un método de referencia 

(EAA con llama). La propuesta representa una metodología alternativa 

interesante y válida 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, ASH3 (g), y (D) SbH3 (g) + SnH4 (g) + AsH3 (g). 

Los espectros (A, B y C) fueron obtenidos a partir de soluciones de 10 mg l-1 de 

c/u de los elementos, mientras que el (D) se obtuvo a partir de una solución con 

un contenido de 10 mg l-1 de los tres elementos.  

Tabla 4 Características analíticas de la determinación de Sb, Sn y As utilizando 

el acoplamiento AF-GH-IRTF. 

 

9 CONCLUSIONES  

En el presente trabajo se presenta una revisión con los trabajos que han 

aparecido en la literatura especializada en los últimos años sobre la generación 

de fases gaseosas, utilizando la espectrometría IR-TF como forma de 

detección. En líneas generales los montajes instrumentales son muy sencillos y 

pueden ser adaptados a cualquier espectrómetro IR-TF. Las figuras de mérito 

de los diversos procedimientos analíticos desarrollados son totalmente 

apropiados para las aplicaciones descritas.  

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

C.C.Reconocimiento-No Compartir

www.bdigital.ula.ve



a: i) la transparencia de los gases de arrastre, ii) la señal de los blancos es muy 

baja, y iii) la posibilidad de utilizar celdas con grandes pasos ópticos, que se 

traduce en una mejora importante en la sensibilidad del sistema. Por otra parte, 

el uso de la espectrometría IR-TF como un detector sensible, selectivo y 

simultáneo para los elementos formadores de hidruros abre un fascinante 

abanico de posibilidades a esta poderosa técnica instrumental: "Generación de 

fases gaseosas-IR-TF".  
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CAPÍTULO 6 

DISEÑO DE UN MÉTODO PARA DETERMINAR NITRITO BASADO EN EL 
ACOPLAMIENTO DE ANÁLISIS EN FLUJO CON GENERACIÓN DE FASE 

GASEOSA EN LÍNEA Y DETECCIÓN POR ESPECTROMETRÍA 
INFRARROJA CON TRANSFORMADA DE FOURIER 
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RESUMEN  

En el presente trabajo se desarrolla un método alternativo, rápido y sencillo 

basado en el acoplamiento del análisis en flujo (AF) con generación de fases 

gaseosas en línea (GFG), utilizando la espectrometría infrarroja de 

transformada de Fourier (FT-IR) como sistema de detección para la 

determinación de nitrito. El analito es reducido a óxido nítrico (NO) gaseoso 

mediante su reacción en línea con ácido ascórbico en medio ácido. El NO 

generado, es transportado por medio de un gas de arrastre a un flujo de 45 ml 

min-1 a un separador de fases y finalmente al interior de una celda de gases 

para IR que se encuentra alineada al paso óptico de un espectrómetro IR-TF 

en donde se registra el espectro en la modalidad continua; luego de acumular 

tres scans a una resolución nominal de 2 cm-1. El criterio de medida utilizado 

fue la medida de absorbancia en 1875 cm-1 con corrección por una línea base 

establecida entre 1878 y 1872 cm-1. La figuras de mérito del sistema propuesto 

fueron evaluadas usando una celda de 10 cm de paso óptico con un volumen 

interno de 60 mI, equipada con ventanas circulares de ZnSe. Los parámetros 

involucrados en el sistema tales como: concentración de reactivos, velocidad 

de flujo de los diversos canales, longitud del serpentín de reacción, etc.; fueron 

optimizados utilizando el método univariado.  

Los objetivos principales de este trabajo fueron: i) la generación en línea de 

óxido nítrico en un sistema de flujo continuo y ii) usar la espectrometría 

infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) como forma alternativa y 

selectiva a la determinación de nitrito a partir de soluciones acuosas.  
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1 INTRODUCCIÓN  

La presencia de nitritos en el medio ambiente tiene distintas fuentes naturales, 

las cuales son una consecuencia directa del ciclo del nitrógeno (1). Por otra 

parte, a nivel de industrias se utiliza como fijador de los colores y como un 

importante inhibidor de la corrosión en procesos industriales. Sin embargo, la 

aplicación más conocida y relevante de este anión se encuentra en la industria 

alimenticia en donde el nitrito de sodio se usa como aditivo en las charcuterías 

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

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

que es responsable del color de los productos de charcuteria.  

-Contribuye a la formación del aroma y sabor de los productos de charcutería.  

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

produce el envenenamiento potencialmente fatal conocido como botulismo (2)  

Debido a la diversidad de usos que tiene el nitrito es prácticamente imposible 

no estar en contacto con él en nuestra vida diaria. Así 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 está 

principalmente relacionada con su participación directa en la oxidación férrica 

de la hemoglobina (Hb) normal, a matahemoglobina (metHb); la cual es 

incapaz de transportar el oxígeno a los tejidos. Cuando la cantidad de metHb 

es 10% superior a la Hb se observa una manifestación clínica, conocida como 

metahemoglobinemia, que produce cianosis y en mayores concentraciones 

conduce a la asfixia (1).  

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 cancerígenos y mutagénicos (3)  

Por todo lo antes expuesto, es evidente que los límites tolerables de este ión en 
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aguas y otras matrices, particularmente las alimenticias, están normados en 

legislaciones tanto internacionales como nacionales (4-7). A pesar de esta 

condición, 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 límites de tolerancia permitidos por las organizaciones 

competentes. Por esta razón, 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 determinación de nitrito en una 

amplia gama de matrices, se observa que continúa siendo un tema de mucho 

interés por parte de los investigadores. De esta forma, en la actualidad se 

continúan publicando nuevos desarrollos metodológicos que destacan, ya sea 

por su simplicidad, el grado de automatización y/o la sensibilidad analítica.  

Debido al impacto perjudicial sobre la salud que tiene el nitrito, existe un gran 

número de métodos que permiten determinar esta especie en fluidos 

biológicos, alimentos y muestras ambientales. Entre estos, se pueden 

mencionar aquellos que utilizan técnicas electroquímicas(8), como polarografia 

de pulso diferencial, voltametría cíclica, potenciometría o cronoamperometría; 

métodos cromatográficos (9-11), como cromatografia iónica con detección por 

conductividad, detección UV o cromatografia de gases con detección por 

ionización en llama (GC-FID), entre otros(12-14 24-29). Muchos de ellos han 

considerado en algunos interesantes y completos reviews (15-17). Sin embargo, 

muchos de estos métodos involucran tiempos de análisis elevados y/o el uso 

de instrumentación costosa y sofisticada, por lo que no son adecuados para el 

uso en análisis rutinarios.  

En la actualidad, sin lugar a dudas, la gran mayoría de los métodos utilizados 

para la determinación de nitrito se basan en la espectroscopia de absorción 

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

reacción de Griess-Ilosvay (18). Esta reacción involucra la diasotización en 
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medio ácido de una amina aromática primaria con el anión, para generar una 

sal de diazonio; seguida por una reacción de acoplamiento con una amina 

aromática o un fenol. En esta etapa se produce un compuesto "azo", que 

generalmente presenta una intensa absorción en el visible. Dentro de este 

planteamiento general, la reacción específica que se ha impuesto, es la 

reacción de Shinn (19) en la cual se utilizan la sulfanilamida y el dihidrocloruro 

de N-(l-naftil)etilendiamina(NED) para las etapas de formación de la sal de 

diazonio y de acoplamiento, respectivamente. Recientemente, Gallignani y 

colaboradores (16) presentaron un review en donde se presentan en forma 

crítica y comparativa los fundamentos de muchos de estos métodos, sus 

características analíticas, así como sus ventajas y desventajas.  

Una observación detallada de la literatura especializada de los últimos años, 

denota una importante tendencia hacia el desarrollo de nuevas alternativas 

metodológicas en la que se disminuyen en forma importante los límites de 

detección. En la búsqueda de sensibilidad, los métodos espectrofotométricos 

cinéticos catalíticos representan una de las alternativas más atractivas para la 

determinación de nitrito a niveles traza y ultratraza (20-24). Estos mtodos 

usualmente se basan en el efecto catalítico que presenta en ion nitrito en la 

oxidación de ciertas moléculas orgánicas por parte del bromato de potasio; y 

bajo condiciones experimentales controladas se observa que la disminución en 

la absorbancia del sustrato orgánico se relaciona en forma lineal con la 

concentración del anión. Entre las mayores ventajas que proponen éstos 

métodos, destacan: su simplicidad, los requerimientos de instrumentación 

sencilla y accesible, así como su sensibilidad analítica. 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 búsqueda de sensibilidad, la luminiscencia molecular 

también aporta ofertas interesantes. Así, se pueden observar diversos métodos 

fluorescentes que presentan interesantes caracteristicas anaIíticas (13, 26-28). Sin 

embargo, la necesidad de un control muy estricto de los parámetros 

experimentales, los tiempos de análisis, así como los requerimientos en 

C.C.Reconocimiento-No Compartir

www.bdigital.ula.ve



instrumentación, han restringido mucho su popularidad. Por otra parte, los 

métodos quimioluminiscentes que han sido descritos en la literatura para la 

determinación de nitrito merecen un llamado de atención, debido a sus 

atractivas características analíticas. La mayoría de estos métodos convierten 

en una primera etapa al ion nitrito, mediante un proceso redox, a la forma 

gaseosa de oxido nítrico (NO); el cual se evalúa en una segunda etapa 

mediante una reacción quimioluminiscente con ozono, cuyos productos de 

reacción son: dióxido de nitrógeno en un estado electrónico excitado, y oxígeno 

molecular. La especie excitada (NO2*) cuando retorna a su estado fundamental 

emite radiación electromagnética a una longitud de onda de 600 nm (17). Las 

reacciones que tienen lugar se indican a continuación:  

 

Los diversos desarrollos metodológicos propuestos se diferencian en el agente 

reductor utilizado, y en la incorporación de varios sistemas heterogéneo s en el 

diseño (soportes sólidos, membranas de separación de fases, convertidores 

térmicos, etc.) con el objeto de hacer propuestas de análisis automatizados. 

Entre los agentes reductores que han sido propuestos para la conversión del 

nitrito a óxido nítrico destacan: ácido ascórbico (29), ácido fórmico, ácido 

sulfámico, hidroquinona, Fe (II)/ Hg, yoduro, urea, Ti (III) (30), V (III) (31), entre 

otros. En este punto es interesante destacar que el óxido nítrico es una 

molécula gaseosa activa en el infrarrojo, que presenta una banda analítica de 

interés en 1875 cm.-1, como se observa en la Figura 1 (32).  
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Figura 1 Espectro IRTF en fase gaseosa del óxido nítrico (NOg) en la región 

del IR fundamental. (Se observa la banda analítica centrada en 1875 cm-1).  

Los desarrollos mas reciente en AF-FT-IR en cuanto a la generación de fases 

gaseosas en línea incluyendo hidruros volátiles a partir de muestras líquidas 

complejas, han mejorado notablemente la determinación directa por FT-IR. (33-

35), debido a la inercia química e inactividad en el IR de los gases diatómicos 

homonucleares como el N2, y de gases de uso común como el argón, así como 

las disponibilidad comercial de celdas con grandes pasos ópticos. Esto último, 

se traduce evidentemente en una mejora sustantiva de la sensibilidad de estos 

sistemas (35).  

En la actualidad, no existe ningún precedente bibliográfico en donde se aborde 

el análisis de nitrito, mediante la generación de una fase gaseosa en línea con 

detección por espectrometría IR-TF. Sobre esta base, el principal objetivo del 

presente trabajo es desarrollar un sistema acoplado de análisis en flujo-

generación de una fase gaseosa en línea y detección por espectrometría IR- 

TF para la determinación de nitrito.  

2 PARTE EXPERIMENTAL  

2.1 Instrumentación  

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

propuesto en este trabajo. Este consta de:  

- Dos bombas peristáltica programable de alta precisión (P1 y P2) Ismatec ICP 

de 8 canales equipada con tubería de Tygon para la propulsión de la muestra y 

los reactivos  

- Un serpentín de reacción (R) 

- Dos reguladores de flujo para el control de entrada de N2 (RFl) y aire (RF2). 

Para regular la entrada de N2 se utilizó el regulador de flujo (RF1) incorporado 

en el accesorio de generador de hidruros y vapor frío, Varian modelo VGA 77  
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- Un separador de fases gas/líquido (SF) del accesorio de generación de 

hidruros y vapor frío, Varian, modelo VGA-77  

- Una celda IR de gases cilíndrica comercial (Willmad, modelo 156A) con un 

paso óptico de 10 cm, equipada con ventanas circulares de ZnSe de 32 mm de 

diámetro y 2mm de espesor, con un volumen interno de aproximadamente 60 

mI.  

Para las medidas espectrales se utilizó espectrómetro 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 analítico: Para la 

preparación de los diversos patrones así como las diversas soluciones de 

trabajo, se utilizó agua de alta pureza de 18 Ωohms-1 de resistividad, 

suministrada por un sistema de Milli-Q-TOC de Millipore. En el resto del trabajo 

se hará mención de la misma como DI.  

Se preparó una solución patrón de nitrito de 1000 mg l-1 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 solución 

se le colocó 1 g de NaOH (Analar) para prevenir la liberación de ácido nitroso y 

1 mI de cloroformo (Analar), grado espectroscópico, para prevenir el desarrollo 

bacteriaI. Las soluciones estándar se prepararon diariamente por dilución 

adecuada del patrón en agua DI.  

El ácido ascórbico (Analar) fue preparado diariamente a una concentración del 

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

2.3 Procedimiento general  
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En el sistema propuesto los reactivos y la muestra (estándar) 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 señal 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 C2 se introduce el agente reductor en medio ácido. 

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)  generación de la fase gaseosa (NO)  

 ii)  arrastre del óxido nítrico generado -con una corriente de nitrógeno 

al separador de fases y seguidamente a la celda IR  

 iii)  adquisición del espectro de absorción.  

La muestra y el agente reductor en medio ácido se mezclan en el serpentín R 

donde el nitrito cuantitativamente se reduce a óxido nítrico. La mezcla 

gas/líquida es transportada a un separador de fases por una corriente de 

nitrógeno 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 reacción con 

oxigeno para generar dióxido de nitrógeno (NO2(g)) el cual es soluble en agua.  
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Figura 2 Representación esquemática del sistema AF-GFG-IR-TF. C1: 

muestra, C2: agente reductor en medio ácido, P: bomba peristáltica, R: 

serpentín de reacción, RF: regulador de flujo, SF: separador de fases, TG: 

trampa de gases.  

3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

3.1 Estudios preeliminares  

En una primera etapa se estudió el comportamiento de absorción de los 

reactivos y productos de reacción 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-1 la cual es de gran interés desde el punto de vista cuantitativo. También se 

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

Como criterio de medida se seleccionó la medida de absorbancia en la banda 

de 1875 cm-1 con corrección de línea base establecida entre 1878 y 1872 cm-1 

(ver Figura 4). La optimización de los diversos parámetros se llevó a cabo por 

el método univariado y utilizando una solución de 50 mg l-1 de nitrito. Luego de 

cada optimización se revisaba el sistema general para verificar la validez de los 

parámetros previamente seleccionados.  
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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 Optimización de los parámetros instrumentales  

Algunos parámetros instrumental es, tales como la resolución y el numero de 

espectros acumulados pueden ejercer un efecto importante sobre la calidad de 

la señal analítica. Una de las ventajas de usar equipos FT-IR es que permite en 

un tiempo muy breve acumular espectros, permitiendo de esta manera 

promediar las señales y así lograr mejoras en la relación señal/ruido (ventajas 

Fellgett) (32,35). En este sentido, se estudió el efecto de la acumulación de 

espectros en el intervalo de 1 a 20 sobre la señal analítica del NO, 

encontrándose que este parámetro no tiene un efecto importante sobre la 

relación señal/ruido, Este hecho puede ser debido a la pureza del blanco 

utilizado en fase gaseosa. Se seleccionó la acumulación de tres espectros para 

el resto del trabajo.  

Dado que la resolución nominal tiene un efecto importante sobre la forma de 

las bandas de absorción de los espectros, se estudió el efecto de este 

parámetro en el intervalo de 2 a 32 cm-1 sobre la señal analítica. Los resultados 

obtenidos se presentan en la Figura S y en ella se observa que al aumentar la 

resolución nominal se produce una disminución importante de la respuesta 

instrumental. En este punto, es importante resaltar que con el incremento de 

este parámetro también se produce un ensanchamiento de la banda analítica y 
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que el tiempo requerido para la adquisición de tres scans disminuye con el 

aumento de este parámetro. Sobre la base de estos resultados, se seleccionó 

una resolución nominal de 2 cm-1 para el resto del trabajo. Bajo estas 

condiciones se requiere de un tiempo de 37 segundos para acumular tres 

scans.  

 

Figura 5 Efecto de la resolución nominal sobre la señal analítica de una 

solición de 50 mg NO2
- l-1 , [Ac. Ascórbico] = 5% (p/v) en H2SO4 6% (v/v) 

3.3 Optimización de los parámetros relacionados con la reacción química  

Algunos autores han usado los siguientes criterios para elegir el agente 

reductor: a) la reacción debe ser rápida y cuantitativa a bajos niveles de 

concentración de nitritos y b) los reactivos deben ser de baja volatilidad (29, 

30). Estos autores han reportado para la formación cuantitativa de NO a partir 

de soluciones de nitrito, el uso de NaI 0,2 M en ácido acético 13 M; NaI 0,13 M 

en ácido fosfórico 13 M y ácido ascórbico 0,1 M en ácido sulfúrico 0,05 M 

respectivamente. En este trabajo se realizaron pruebas con estos agentes 

reductores y los mejores resultados fueron encontrados con el uso de ácido 

ascórbico en medio de ácido sulfúrico.  

Para la generación de óxido nítrico se requiere de un medio ácido (29, 30). En 
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esta experiencia se estudió el efecto de la concentración de ácido sulfúrico en 

soluciones de ácido ascórbico sobre la reducción de los nitrito. Para esto, se 

prepararon diversas soluciones de ácido ascórbico al 5 % (p/v) y se varió la 

concentración de ácido sulfúrico de 0 a 10 % (v/v). En la Figura 6, se presentan 

el efecto de este parámetro sobre la señal analítica del NO. En ella se observa 

que la respuesta instrumental incrementa con la concentración de ácido 

sulfúrico en el intervalo de 0 al 3 % (v/v) y a partir de este último valor, la señal 

permanece constante en el resto del intervalo. Se seleccionó una 

concentración de ácido sulfúrico de 6 % (v/v) para el resto del trabajo.  

 

Figura 6 Efecto de la concentración de ácido sulfúrico en la solución de ácido 

ascórbico sobre la señal analítica del NO generado a partir de soluciones de 50 

mg l-1 de nitrito.  

El sistema redox entre el ión nitrito y el ácido ascórbico es descrito por  

 

Para evaluar la influencia de la concentración ácido ascórbico sobre la 
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reducción de nitrito, se prepararon soluciones de este agente reductor en el 

intervalo de concentraciones de 0 a 10 % (p/v) en medio de ácido sulfúrico al 6 

% (v/v). En la Figura 7 se muestra el efecto de este parámetro, en la cual la 

curva describe un comportamiento similar al descrito para el ácido sulfúrico. 

Sobre la base de esta experiencia se seleccionó una concentración de 5 % 

(v/v) de ácido ascórbico.  

 

3.4 Optimización de los parámetros relacionado con el sistema de flujo  

Los parámetros involucrados en esta etapa del sistema son: a) el caudal del 

fluido portador (C1) y del reductor (C2), b) la longitud del serpentín de reacción 

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

En el sistema propuesto, el caudal de los diversos canales se controla 

mediante la elección de la tubería (tipo y diámetro interno), así como cambios 

en la velocidad de propulsión de las bombas peristálticas (P1 y P2). Para el 

transporte de la muestra se seleccionó tubería de Tygon código negro/violeta 

de diámetro interno de 2,06 mm que puede proporcionar velocidades de flujo 

entre 0,420 y 21 ml min-1, mientras que para el canal reductor se utilizó tubería 

de Tygon código negro/negro con un diámetro interno de 0,8 mm que puede 

proporcionar velocidades de flujo entre 0,076 y 3,8 ml min-1,  

Inicialmente se varió el flujo del canal C1 a través de las revoluciones de la 
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bomba (P1) entre 2 y 10 ml min-1 Los resultados obtenidos se muestran en la 

Figura 8A, en la que se observa que la absorbancia crece inicialmente con el 

incremento de este parámetro cuando el flujo varia entre 2 y 6 ml min-1 El 

intervalo que va desde 6 hasta 10 ml min-1, la respuesta instrumental se hace 

independiente de este parámetro. Sobre la base de esta experiencia se 

seleccionó un valor de 7 ml min-1 como caudal del portador.  

A continuación, se varió la velocidad de flujo del canal reductor entre 0,5 y 1,5 

ml min-1 Es importante destacar en este punto que se seleccionó este intervalo 

para evitar una disminución excesiva de la señal analítica por efecto de 

dilución. 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, observándose un ligero máximo cuando la velocidad del flujo 

del reductor tiene un valor de 1 mI min-1. Este valor fue seleccionado para el 

resto del trabajo.  

 

La longitud del serpentín de reacción fue variado en un intervalo comprendido 

entre 0 y 100 cm, utilizando tubería de teflón de 0,8 mm de diámetro interno. El 

comportamiento de la señal analítica con la variación de este parámetro se 

ilustra en la Figura 9, donde se observa claramente que la señal aumenta con 

el incremento de la longitud del serpentín hasta un valor de 40 cm; a partir del 
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cual la señal se hace independiente de este parámetro en el resto del intervalo 

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

Con respecto al caudal de nitrógeno el cual se utiliza en el sistema corno gas 

de "stripping" y de transporte del NO, este se fijo en 45 mI min-1; debido a que 

se utilizó el regulador de flujo (RF1) incorporado en el accesorio de generador 

de hidruros y vapor frío, Varian modelo VGA77; el cual limita este parámetro en 

ese valor. La incorporación de una segunda entrada de N2 en el separador de 

fases tal como se utiliza generalmente en los sistemas de generación de 

hidruros fue descartada, ya que generaba una importante disminución de la 

señal analítica por efecto de dilución.  

 

Figura 9 Efecto de la longitud del serpentín de reacción sobre la señal analítica 

del NO generado a partir de soluciones de 50 mg l-1 de nitrito.  

3.5 Características analíticas del sistema  

En la Tabla 1 se presenta un resumen de las condiciones óptimas de trabajo 

para la determinación de nitritos mediante el uso de un sistema acoplado de 

análisis en flujo, con generación de fase gaseosa y detección por 

espectrometría IR-TF. Bajo estas condiciones se realizó una curva de calibrado 

a partir de soluciones acuosa de nitritos preparadas entre 0 y 100 mg l-1. La 
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ecuación de regresión lineal que describe la recta de regresión fue A = 

0,0000868 + 0,000243[NO2
-] con un coeficiente de regresión (r) de 0,99946, el 

límite de detección definido como 3 veces la desviación estándar del blanco fue 

de 0.9 mg NO2
- l-1, mientras que el límite de cuantificación (10 σ) fue de 3 mg 

NO2- l-1. La precisión del sistema fue de 1,7 %, y se obtuvo a partir de 5 

medidas de absorbancia de una solución de 50 mg l-1 de nitrito.  

4 CONCLUSIONES  

En este trabajo se desarrollo un método nuevo, rápido y preciso, basado en el 

acoplamiento de análisis en flujo, con generación de fase gaseosa y detección 

por espectrometria de absorción infrarroja con transformada de Fourier para 

determinar nitrito. El sistema propuesto, el cual permite la reducción 

cuantitativa en línea de nitrito a óxido nítrico con ácido ascórbico en medio 

ácido, reduce de manera importante la manipulación de la muestra y hace 

posible la automatización completa para la determinación de esta especie.  

La sensibilidad del método propuesto es baja cuando se usa la celda de gases 

de 10 cm de paso óptico. Sin embargo, esta puede se puede mejorar mediante 

el uso de celdas con pasos óptico mayores como las celdas de gases de 

múltiples reflexiones y/o utilizando sistemas de preconcentración como la 

extracción en fase sólida.  

Una de las grandes ventajas del método es que permite la separación del 

analito de la matriz, minimizando así los problemas asociados a las posibles 

interferencias espectrales.  

Estudios posteriores van dirigidos hacia la búsqueda de mejorar las figuras de 

mérito y aplicar el desarrollo metodológico al análisis de muestras reales.  
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