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57  Resumen:
Procedimiento para la determinación secuencial de
nitrito y nitrato.
Comprende  una  detección  inicial de   NO2

-     con
reactivo de Griess, seguida por la reducción  del
NO3

-   a    NO 2  

-
-       con    VCl 3      y        detección

posterior del  NO 2
- producido    con   el    exceso de

reactivo de Griess presente.
Su límite de detección   es < 0.05  µM y  proporciona
alta precisión en la    determinación de    NO2

-    y
NO3

- para muestras      donde    la  concentración
sumada de ambos  compuestos sea inferior a 30
µM.
Permite el análisis rápido de series   grandes  de
muestras usando volúmenes pequeños, al reducir a la
mitad la cantidad de muestra y de reactivo de Griess
utilizados.
Adicionalmente permite diseñar un sistema de análisis
mediante inyección de flujo para medir nitrito y nitrato
en la misma muestra y el mismo canal, utilizando así
la mitad de la cantidad de muestra y  reactivo   de
Griess que emplean los métodos  tradicionalmente
empleados.



 

 

 

  

 

PROCEDIMIENTO PARA LA DETE1RMINACION SECUENCIAL DE NITRITO 

Y NITRATO. 

SECTOR DE LA TECNICA 

5 Quimica analitica, analisis de nutrientes/compuestos de nitrogen°. 

ESTADO DE LA TECNICA 

El nitrato es un compuesto cave del ciclo del nitr6geno de los ecosistemas 

naturales (oceanos, estuarios, lagos, etc) y en ambientes artificiales (plantas de 

10 tratamiento de aguas residuales, embalses, redes de suministros de agua potable, etc), 

siendo substrato y producto de varios procesos metabolicos microbianos, vegetates y 

animates. En sistemas acuaticos, el nitrato se produce por la nitrificacion en una reaccion 

de dos pasos: oxidaci6n de amonio a nitrito y oxidaci6n de nitrito a nitrato. El nitrato 

puede ser asimilado por organismos fotosinteticos, siendo de este modo un nutriente 

15 importante en los estudios de producci6n primaria. El nitrato tambien es consumido en 

una variedad de procesos bacterianos tales como desnitrificacion o reduccion 

disimilatoria de nitrato a amonio (DNRA). La desnitrificacion reduce nitrato a oxido 

nitroso, un potente gas invernadero (Lashof & Ahuja 1990) o nitrogen° molecular, otro 

gas, reduciendo la carga de nitrogen° del sistema, mientras que DNRA reduce nitrato a 

20 amonio, biologicamente disponible que permanece en el sistema (Megonigal et al. 2003). 

Por lo tanto, la medida de concentraciOn de nitrito y nitrato en sistemas acuaticos es un 

aspecto importante de la mayoria de los estudios relacionados con el ciclo del nitrogen° 

para determinar sus niveles de producci6n y consumo. 

Los nitratos tambien se usan en actividades humanas, sobre todo como 

25 fertilizantes y conservantes alimentarios. Cuando se usan como fertilizantes, la 

concentracion de nitrato en ciertos tipos de cultivos vegetates puede aumentar. Ademas, 

el exceso de nitrato es lavado y entra en los sistemas de aguas subterraneas, lagos, o 

pantanos, contaminando de esta forma los suministros de agua potable. Ademas, el 

nitrato en combinacion con nitrito se usa con frecuencia como conservante alimentario, 

30 en particular en embutidos, y carries en general. Sabemos que la exposicion al nitrato por 

encima de determinados niveles tiene efectos adversos para los humanos (p.e. aumenta 
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el riesgo de cancer para adultos, el sindrome del bebe azul, y metahemoglobinemia 

infantil) (Greer el al. 2005, Bryan et al. 2012, Bryan et al. 2013, Chan et al. 2013, 

Martinez et al. 2013), por ello medir su nivel de forma precisa y rapida es esencial. 

En la literatura cientifica hay disponibles numerosos metodos para la 

5 determinacion del nitrato. Metodos altamente sensitivos se basan en la reducci6n de 

nitrato a 6xido nitrico, el cual es determinado por luminiscencia quimica (Aoki y col. 

1997, Braman y Hendrix 1989), o a oxido nitroso pudiendo ser cuantificado por 

cromatografia de gases (Christensen y Tiedje 1988). Sin embargo, ambas tecnicas 

requieren un equipamiento especializado y caro. Otros metodos implican el uso de 

10 acidos fuertes con frecuencia a temperaturas elevadas (Mir 2008, Zhang y Fischer 2006), 

lo cual complica el manejo y analisis de las muestras. Por el contrario, el metodo mas 

simple y comunmente aplicado implica la reducci6n de nitrato a nitrito y su consecuente 

medida por colorimetria usando la reacci6n de Griess (Grasshoff y col. 1983, Marzinzig y 

col. 1997). El metodo de basado en la reaccion de Griess tiene la ventaja de permitir un 

15 limite de deteccion bajo, alta precision y una alta especificidad, sin usar instrumentos 

caros o procedimientos complejos. 

El paso critic() de este metodo para la determinacion precisa del nitrato es su 

reduccion eficiente a nitrito. La reduccion de nitrato a nitrito se puede conseguir con 

nitrato reductasas especificas (Guevara y col. 1998, Marzinzig y col. 1997) o por el uso 

20 de diferentes metales reductores, siendo el cadmio el mas utilizado habitualmente 

(Grasshoff y col. 1983, Wood y col. 1967). Aunque se han propuesto varias adaptaciones 

del metodo de reduccion por cadmio para incrementar el namero de muestras analizadas 

por unidad de tiempo, y a la vez reducir el volumen de muestra necesario (Harris y 

Mortimer 2002, Jones 1984), dicho metodo tiene vaiios defectos: es relativamente lento, 

25 la eficiencia de la columna de reduccion de Cd varia, requiere una continua activacion de 

la columna Cd, y el cadmio es altamente toxic°, haciendo peligroso el manejo de 

muestras y residuos. 

Miranda y col. (2001) describieron un metodo espectrofotometrico usando una 

soluciOn de vanadio (VC13) para la reducci6n de nitrato. El V(III), menos toxico que el 

30 cadmio, ha sido comimmente usado para la reducci6n tanto de nitrato como de nitrito a 

altas temperaturas (80-90°C) para luego medirlo por lumniscencia quimica (Braman y 

Hendrix 1989). Miranda y col. (2001) mostraron que a tempertatura ambiente el nitrato 

se reduce a nitrito, el cual puede reaccionar con los reactivos de Griess y ser medido 
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espectrofotometricamente. Sin embargo el protocolo propuesto resulta en una baja 

absortividad molar para el nitrato, indicando una baja eficiencia en la reaccion de la 

reducci6n de NO; a NO2- Como resultado el nitrito interfiere bastante en la 

determinacion de nitrato. Beda y Nedospasov (2005) incluyeron un paso inicial en el 

5 metodo, eliminando el nitrito en una reaccion con acido sulfamico, reduciendo de esta 

forma la alta interferencia de NO2" en la determinacion del NO3-. Sin embargo como los 

siguientes pasos relacionados con la reducciOn de NO; a NO2 no se modificaron, la 

eficiencia media de la reaccion no mejoro. Como resultado, la precision del metodo era 

mas baja que usando la clasica columna Cd para la reduccion de nitrato. 

10 
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DESCRIPCION DE LA INVENCION. 

El uso de vanadio (III) se ha propuesto recientemente como una alternativa 

posible al cadmio para la reduccion de NO3- a NO2- y su consecuente medida, usando la 

10 tipica reaccion de Griess, con un simple analisis espectrofotometrico. Sin embargo, los 

metodos propuestos hasta la fecha no son satisfactorios por sufren de una disminucion de 

la sensibilidad, requieren un aumento de temperaturas o de tiempo de reacci6n, y pasos 

adicionales para la medida de nitrito y nitrato. Nosotros hemos desarrollado un protocolo 

mejorado rapid° y secuencial que permite la determinaci6n de bajas concentraciones de 

15 nitrito y nitrato en muestras acuaticas usando pequefios volimenes. La concentracion de 

NO2- se determina en primer lugar usando la reacci6n de Griess. Posteriormente se la 

afiade una solucion de VC13 en HC1 a la misma muestra y la reacci6n a 60°C durante 25 

minutos resulta en una reduccion eficiente de NO3- a NO2- (> 95%), el cual es detectado 

por los reactivos de Griess previamente anadidos. De esta forma se reducen el volumen y 

20 costo tanto de los reactivos como de la muestra. El metodo tiene un limite de deteccion 

muy bajo y a la vez una alta eficacia para la determinaciOn de NO3- + NO2- a 

concentraciones menores de 30 p.M. La comparacion entre el metodo propuesto con el 

metodo establecido de columna Cd usando muestras de una variedad de medios 

ambientales (embalses, agua intersticial del sedimento extraida tras congelacion, agua de 

25 estuario y un embalse acid° afectado por drenaje acid° de minas) muestran una buena 

concordancia entre los dos metodos. Los analisis se pueden realizar en tandas grandes 

(-60 muestras) usando muestras con pequefios volfunenes (<1 mL) para la determinacion 

tanto de NO3- y NO2 en menos de una hora. 

30 
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DESCRIPCION DEL CONTENIDO DE LAS FIGURAS 

Figura 1. (A) Efecto de la variacion de temperatura y concentracion del reactivo de VC13 

en 10N HC1 en la reducci6n y medida de la maxima absorbancia para una solucion de 15 

ii.M NO3- (2.5 inL standard + 250 IAL reactivo Griess + 250 reactivo de VC13); (B) Efecto 

5 de la variacion de temperatura y de concentracion de HCl (usando 2% VC13) en la 

reduccion y medida de la maxima absorbancia para una solucion de 15 IIM NO3- (2.5 

mL standard + 125 ilL reactivo Griess +250 jiL reactivo de VC13); (C) y (D) representan 

el tiempo de reaccion que se requiere para alcanzar la maxima absorbancia para (A) y (B) 

respectivamente.  

10 Figura 2. (A) Evolucion temporal de la absortividad molar de NO3 a diferentes 

temperaturas siguiendo la reaccion (1 mL standard + 50 1AL reactivo Griess + 100 iAL 2% 

VC13 en 6N HC1) de curvas de calibraciOn para el NO3- (rango 0-15 IIM). Los niveles se 

median cada 5-10 minutos. (B) Efectos de las variaciones de volumen del reactivo Griess 

(1 mL standard + 2, 10, 20, 50, 100 o 200 !IL reactivo Griess + 90 !IL del reactivo de 

15 VC13) y reactivo de VC13 (1 mL standard + 50 1AL reactivo de Griess + 10, 20, 50, 100, 

150 or 200 !IL reactivo de VC13-) en la absortividad molar de NO3- calculada a partir de 

las curvas de calibracion (rango 0-15 1AM ). Las incubaciones se llevaron a cabo en un 

bario de agua a una temperatura controlada de 60°C durante 25 minutos. Todos los 

analisis se realizaron por triplicado. 

20 Figura 3. (A) Amplitud del rango lineal. (B) Curva de calibracion de concentraciones 

bajas de nitrato con el calculo del limite de deteccion (LOD). (C) Descenso de la 

absortividad molar a lo largo del tiempo a temperatura ambiente (25°C) expresado como 

porcentaje de la inicial. Las reacciones se llevaron a cabo durante 25 minutos a una 

temperatura de 60°C usando lmL de los estandares de NO3" (n = 3 - 6) + 50 ilL reactivo 

25 de Griess- + 100 1AL reactivoVC13 y la absorbancia medida usando cubetas de 1 cm. 

Figura 4. Efecto de la salinidad en la absortividad molar de NO2- en la reaccion de 

Griess normal, y de NO3- y NO2- despues de la reacciOn con VC13 (1 mL + 50 !IL 

reactivo de Griess + 100 !IL reactivo de VC13) expresado como el porcentaje del valor 

obtenido en agua pura (MilliQ). 

30 Figura 5. (A). Curvas de calibraciOn obtenidas en la medicion secuencial de NO2- y NO3- 

para NO2- despues del paso 1 (standard + reactivo de Griess) y separadamente para NO2- 

y NO3- despues del paso 2 (muestra + reactivo de Griess- + reactivo de VC13-, reaccion 
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de 25 minutos a 60°C); (B) curvas de calibracion de NO3- (0 to 20 1.1,M) medida en la 

presencia de diferentes concentraciones NO2- (0 a 20 11M). La absorbancia medida se 

representa con puntos. Las lineas representan los valores calculados usando las curvas de 

calibracion mostradas en (A) y en la ecuacion 4 del texto. 

5 Figura 6. (A) Regresion lineal comparando los metodos de la columna de cadmio y 

vanadio. L 1-6: Muestras de agua del embalse de Bornos (Cadiz, Esparia), Al: Embalse 

acid° del Sancho (Huelva) afectado por drenaje acido de minas, E 1-5: Estuario del Golfo 

de Nicoya (Costa Rica), F 0-4: Muestras de agua marina y agua intersticial de sedimentos 

marinos de la Bahia de Cadiz extraida tras congelacion. Los puntos (n = 17) representan 

10 el promedio de determinaciones por triplicado. Las muestras se diluyeron adecuadamente 

para analizarlas dentro de los limites de la curva de calibracion de ambos metodos. Se 

muestran los coeficientes de regresion y su error estandar. (B) Perfil vertical de nitrato en 

la interfase sedimento agua del saco intern° de la Bahia de Cadiz (Espana) determinado 

con los dos metodos. (C) Transecto horizontal de las concentraciones de nitrato medidas 

15 con los dos metodos a lo largo del estuario del Golfo de Nicoya (Costa Rica). Barras de 

error en los graficos (B) y (C) representan intervalos de confianza de 95%. 

MODO DE REALIZACION DE LA INVENCION 

Reactivos 

20 Los reactivos son de grado de pureza analitica. 

Todas las soluciones y diluciones se preparan con agua pura (Milli-Q). 

Reactivo de Griess para el analisis de NO2- se preparan como se describe en 

Grasshoff. et al. (1983): Reactivo de sulfanilamida se prepara disolviendo 5.0 g de 

sulfanilamida en 50 mL de acido clorhidrico (HC1) concentrado (12N) diluido en 

25 aproximadamente 300 mL de agua pura y despues de enfriar enrasado hasta 500 ml con 

agua pura. El reactivo N-(1-naftil)-etilendiamina diclorhidrato (NED) se prepara 

disolviendo 0.5 g de NED en 500 mL de agua pura (MiliQ). Ambos reactivos se mezclan 

en proporciones iguales (1:1) justo antes de realizar el analisis (en lo sucesivo esta mezcla 

se denomina reactivo de Griess). 

30 El reactivo de Cloruro Vanadio (III) (VC13) al 2% p/v se prepara en una solucion 

de acid° clorhidrico 6N (en adelante reactivo de VC13). El tiempo necesario para la 
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completa disolucion es aproximadamente 1 hora. La disolucion completa es evidente por 

el cambio de una solucion turbia a una transparente. La solucion se filtra entonces a 

traves de un filtro de fibra de vidrio de 0.7 gm de tamafio de poro para eliminar las 

impurezas del reactivo. 

5 El agua de mar artificial se prepara siguiendo la composicion completa de sal 

descrita por Grasshoff et al. (1983). 

La disolucion de partida para la preparacion de los patrones de nitrato 

(Disolucion Stock) (10 mM) se prepara disolviendo 1,011 g KNO3 secado en un honio 

(100 ° C, 1 h) en 1 L de agua pura. Solucion stock de nitrito (10 inM) se prepara 

10 disolviendo 0,690 g NaNO2 secado en horno (100 ° C, 1 h) a 1 L de agua pura. Para todos 

los experimentos de optimizacion inicial del metodo, las distintas soluciones de trabajo 

requeridas se prepararon a partir de las soluciones stock por dilucion con agua pura. Se 

prepararon soluciones estandar en agua de mar artificial de la salinidad apropiada para el 

experimento del efecto de la salinidad. 

15 

Procedimiento propuesto para la determinacion secuencial de NO2" y NO3-  

Se ha probado y validado un protocolo de 2 pasos, con el fin de permitir la determinacion 

secuencial de ambos NO2- y NO3- en la misma muestra como sigue: 

Se transfieren dos volumenes de muestra a un vial apropiado seguido por la 

20 adiciOn de 0,1 volumenes de reactivo de Griess y se mezcla bien. Los viales se incuban a 

temperatura ambiente (— 25 ° C) durante 20 minutos. Entonces, se mide la absorbancia de 

la mezcla del reactivo de Griess a 540 nm en un volumen de la muestra. Las 

concentraciones de NO2- se determinan por analisis paralelo de una serie de estandares de 

NO2- de concentracion conocida. 

25 Paso 2: Determinacian de nitrito mas nitrato 

Una cantidad de reactivo de VC13 equivalente a 0.1 veces el volumen de la 

muestra y el reactivo de Griess restante en el frasco se agrega en el mismo vial utilizado 

anteriormente y se mezcla. El vial se cierra para evitar la evaporacion y se incuba a 60 ° C 

durante 25 minutos. Despues, el vial se enfria a temperatura ambiente, se agita y se mide 

30 la absorbancia a 540 nm. Se realiza un analisis paralelo de un conjunto de estandares de 
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NO2- y NO3- para la determinaciOn de NO3- como se describe mas adelante en el epigrafe 

curvas de calibraciOn, dentro de este mismo apartado. 

Dependiendo de la cantidad de muestra y Los instrumentos disponibles, el 

procedimiento puede ser aplicado en diferentes maneras como se explica a continuacion. 

5 Puede utilizarse un espectrofot6metro o un lector de microplacas para medir 

absorbancia. 

Para calentar los viales puede utilizarse un bafio de agua de temperatura 

controlada, un bloque calentador o un lector de microplacas con funcion de calefaccion. 

Para enfriar los viales puede utilizarse un baba de agua de temperatura 

10 controlada, un bloque de refrigeracion o un lector de microplacas con una funcion de 

refrigeracion. 

Para mezclar las muestras pueden utilizarse diversos tipos de agitadores o un 

lector de microplacas con una funcion de agitacion. 

15 Ejemplo 1. Usando viales eppendorf de 1,5 mL y un lector espectrofotometrico de 

microplacas. 

Paso 1 : Determinacion de nitrito 

Un volumen de muestra de 1 mL fue transferido a un vial eppendorf de 1,5 mL, 

seguido por la adicion del reactivo de Griess (50 pt) y mezclado. Los viales se incubaron 

20 a temperatura ambiente (— 25 ° C) durante 20 minutos. Entonces, 350 uL de la solucion 

(muestra + reactivo de Griess) se transfieren a microplacas de poliestireno de 96 pozos de 

fondo piano y se mide la absorbancia a 540 nm. Las concentraciones de NO2- se 

determinan por analisis paralelo de un conjunto de estandares de NO2- de concentraciones 

conocidas. 

25 Paso 2: Determinacion de nitrito mas nitrato 

Se aiiade un volumen de 70 III, de reactivo de VC13 a la muestra + reactivo Griess 

que quedan en los viales eppendorf empleados en el paso 1 (es decir, 700 gL) y se 

mezcla. Se cierran los viales para evitar la evaporacion y se incuban en un bail° de 

temperatura controlada a 60 ° C durante 25 minutos. Una vez que los viales son enfriados 

30 a temperatura ambiente en un bafio de agua, son agitados y se transfieren 350 IAL de cada 
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vial un pocillo de una microplaca de poliestireno, de 96 pocillos de fondo plano, y se 

mide la absorbancia a 540 nm. La determinacion de NO3- se realiza mediante el analisis 

paralelo de un conjunto de estandares de NO2- y NO3- como se describe mas adelante en 

el epigrafe curvas de calibracion, dentro de este mismo apartado. 

Ejemplo 2. Utilizando un espectrofotometro y cubetas de 1 cm 

Paso 1 : Determinacion de nitrito 

Volumenes de muestras de 1 mL se transfieren a cubetas de 1,5 mL, seguido por 

la adicion de 50 pl. de reactivo de Griess y se agitan convenientemente. Las cubetas se 

10 incuban a temperatura ambiente (— 25 ° c) durante 20 minutos y se mide la absorbancia a 

540 nm. Las concentraciones de NO2- se determinan por analisis paralelos de un conjunto 

de estandares de NO2- de concentraciones conocidas. 

Paso 2: Determinacion de nitrito y nitrato 

Una vez media la absorbancia en el paso 1, se afiade a la misma cubeta un 

15 volumen de 100 pL de reactivo de VC13 y se agita bien. Las cubetas son cerradas con una 

tapa para evitar la evaporacion y se incuban en un bafio de temperatura controlada a 60 °C 

durante 25 minutos. Tras este tiempo, las cubetas se enfrian a temperatura ambiente en un 

bail° de agua y se mide la absorbancia a 540 nm. La determinacion de NO3- se realiza 

mediante el analisis paralelo de un conjunto de estandares de NO2" y NO3- como se 

20 describe mas adelante en el epigrafe curvas de calibracion, dentro de este mismo 

apartado. 

Ejemplo 3. Utilizando microplacas y un lector espectrofotometrico de microplacas 

Paso 1 : Determinacion de nitrito 

25 Se transfiere un volumen de muestra (por ejemplo 300pL) a un pocillo de una 

microplaca de poliestireno, seguida por la adicion de 0.05 volumenes de reactivo de 

Griess (e.g. 15 pL) y se mezclan bien. Las Microplacas se incuban a temperatura 

ambiente (— 25 ° C) durante 20 minutos y se mide la absorbancia de la muestra a 540 nm. 

Las concentraciones de NO2- se determinan por analisis paralelos de un conjunto de 

30 estandares de NO2- de concentraciones conocidas. 
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Paso 2: Determinacion de nitrito y nitrato 

Una cantidad de 0.1 volumen de la muestra (por ejemplo 30 piL) de reactivo de 

VC13 se agrega a la solucion muestra + reactivo Griess, en el mismo pocillo empleado en 

el paso 1, y se mezcla convenientemente. La microplaca, sellada para evitar la 

5 evaporacion, se incuba en un sistema de control de temperatura a 60 ° C durante 25 

minutos. Entonces, la microplaca se enfria hasta temperatura ambiente en un bano de 

agua, se agita de nuevo y se mide la absorbancia de la muestra a 540 mn. La 

determinacion de NO3- se realiza mediante el analisis paralelo de un conjunto de 

estandares de NO2- y NO3- como se describe a continuacion. 

10 

Curvas de calibracion 

-Determinacion de nitrito (paso 1) 

Durante el paso 1 se utilizan un conjunto de estandares de diferentes 

concentraciones conocidas de NO2- para determinar las concentraciones de NO2- en la 

15 muestra usando la ecuacion: 

ABS1NO2 = SiNO2 x [NO2-] + ABS1reactivos (1)  

Donde ABSINO2 es la absorbancia de los estandares de NO2-; SINO2 es la pendiente 

de la curva de calibracion (ABS gM-1) para NO2-; [NO2] es la concentracion de NO2-, Y 

ABSireactivos es la absorbancia de los reactivos, es decir, la intersecciOn de la curia de 

20 calibracion  

-Determinacion de nitrato (paso 2) 

En las muestras, donde el NO3- y NO2- estan ambos presentes, la contribucion de 

cada uno de ellos a la absorbancia a 540 nm tiene que ser discriminada. Despues de la 

reaccion con el reactivo de VC13, la absorbancia medida (ABSvNox) es una combinacion 

25 de la contribucion individual de cada compuesto (NO2- y NO3) ademas de la absorbancia 

de los reactivos, es decir: 

30 

ABSvNox = Al3SVNO2 ABSVNO3 ABSVreactivos (2)  

El uso de los estandares de NO2- y NO3- permite realizar una calibracion de la 

reaccion completa en presencia del reactivo de VC13, siendo: 

Al3SVNO2 = SVNO2 X [NO2] ABSVreactivos (3)  
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JD) NO3 = SVNO3 X [NO3-] ABSv reactivos (4) 

donde, ABSyNce y ABSvNO3 son la absorbancia de los estandares de NO2- y NO3- 

respectivamente; SVNO2 y SVNO3 son las pendientes de las curvas de calibraciOn (ABS 

1) para NO2- y NO3-, respectivamente; [NO2] y [NO3] son las concentraciones de los 

5 estandares de NO2- y de NO3- respectivamente y ABSVreactivos es la absorbancia de los 

reactivos sin NO2- 0 NO3-, es decir, la interseccion de la curva de calibracion. 

10 

15 

La absorbancia medida es una combinacion de la contribucion individual de cada 

compuesto y la absorcion de los reactivos, es decir, la combinacion de las ecuaciones 3 y 

4: 

ABSVNox = SVNO3 X [NO3] SVNO2 X [NO2] ABSVreactivos (5)  

La concentracion de NO3- de la muestra Sc calcula como: 

[NO3 ] = (ABSyNox — ABSVreactivos SVNO2 X [NO2]) SVNO3 (6)  

Donde: [NO2] es la concentracion de NO2- determinado en el paso 1 y [NO3] es la 

concentracion de NO3- de la muestra. 

Efecto de la temperatura y las concentraciones de HC1 y VC13 

La absorbancia maxima y el tiempo minimo necesario para alcanzarla en funcion 

de concentraciones variables de VC13 y de HC1 se representan en la figura 1. Para el VC13, 

la absorbancia maxima se obtuvo cuando las concentraciones fueron igual o superior al 

20 1% (maximo 2%) (Fig. 1A). Para Cl HC1, la maxima absorbencia se midio cuando la 

concentracion the superior a 4 N (maxim° en 6-8 N) (Fig. 1B). La temperatura tambien 

tuvo un efecto significativo en la absorbancia, con la absorbancia siendo maxima a 40 ° C 

y minima a 80 ° C (Fig. 1A). Los efectos combinados de la temperatura y concentracion 

de VC13 afectan considerablemente el tiempo de reaccion (Fig. 1C). Aunque el desarrollo 

25 maxim de color se midio a 40 ° C, tiempos de reacciOn superiores a 2 horas, limitan su 

aplicacion practica en analisis rutinarios. En contraste, las temperaturas de 50-70 ° C, 

combinado con una solucion al 2% de VC13, produjeron una alta absorbancia con tiempos 

de reaccion < 1 hora. El tiempo de reaccion tambien the influenciado por la concentraci6n 

de HC1, disminuyendo exponencialmente al minimo el tiempo de reacci6n a 

30 concentraciones >6N HC1 (Fig. 1D). Por lo tanto, las condiciones seleccionadas que 

consideramos optimas en conjunto, produciendo la maxima absorbancia en el menor 
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tiempo posible fueron una solucion de 2% p/v VC13 en HC1 6N y una temperatura de 

reaccion de 600 . 

Optimizacion de la temperatura y el tiempo de reaccion 

5 La dependencia de la serial maxima y del tiempo de reaccien de la temperatura se 

analizo en mas detalle empleando un bario de agua de temperatura controlada. Este 

metodo de calentamiento es el procedimiento mas comtin en los laboratorios y la 

eficiencia de transferencia de calor es superior a la que brinda el portacubetas 

termostatizado de un espectrofotometro. En las temperaturas mas altas ensayadas (70 y 80 

10 ° C), el V(III) reduce el nitrato en 5 minutos o menos (Braman y Hendrix 1989) y el 

nitrito producido reacciona rapidamente con el reactivo de Griess resultando en una serial 

maxima en la primera medici6n (incubacion de 5 min) (Fig. 2A). Sin embargo, se ha 

demostrado que la adici6n de compuestos reducidos interfiere de forma compleja con la 

reacciOn de Griess (Norwitz y Keliher 1985), resultando en una disminucion progresiva 

15 de absorcion molar con tiempo. En contraste, a 40 ° C la reaccion fue lenta, dando lugar a 

tiempos de reaccion superior a 2 horas. En temperaturas de 50 y 60 ° C, las respuestas 

maximas fueron obtenidas despues de 40 y 25 minutos de incubaci6n respectivamente y 

se mantienen constantes durante otros 15 minutos de incubacion (Fig. 2A). Considerando 

que, la maxima absorbancia molar se obtuvo despues de 25 minutos de incubacion a 60 ° 

20 C, un 5% mas alto que el valor obtenido a 50 ° C, se confirman las condiciones optimas, 

elegidas para el metodo en las pruebas anteriores. 

Optimizacion del volumen de reactivo 

Se ajustaron distintos volumenes de reactivo para producir la dilucion minima de 

25 la muestra y obtener la maxima absorbencia molar. La eficiencia maxima se obtuvo 

utilizando 100 !IL de una solucion al 2% de VC13 por mL de muestra (Fig. 2B). Con 

voliimenes menores, la concentraci6n de VC13 probablemente era demasiado pequeria 

para reducir todo el nitrato de la muestra en 20 minutos. Por el contrario, un exceso de 

VC13 favorecio la reducciOn de nitrito a oxido nitric°, resultando en una disminucion de la 

30 serial medida. Por otra parte, los volamenes de reactivo de Griess superiones a 25 1.LL 

dieron lugar a una serial similar, aunque fue ligeramente superior con la adicion de 50 1.iL 

/ mL de muestra (Fig. 2B). 
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Limite de deteccion, rango de medida y estabilidad  

Las condiciones optimas seleccionadas fueron ensayadas con el fin de determinar 

el rango de medida, el limite de deteccion y la precisi6n del metodo (Fig. 3). Cuando solo 

existe NO; en la muestra, la reaccion fue lineal entre 0-40 1.1M NO; (Fig. 3A), similar a 

5 las obtenidas con columnas reductoras de cadmio (Wood et al. 1967). 

El procedimiento demostro una alta exactitud; la desviacion estandar de los 

patrones analizados fue menor que la precisi6n del espectrofot6metro utilizado (0.001 

ABS), correspondiente a 0,03 11M NO; (Fig. 3B). El limite de deteccion (LOD) se 

calculo como 3 veces el error estandar de la intercepcion, dividido por la pendiente de la 

10 recta de calibracion (Konieczka y Namiesnik 2009), resultando en un valor tan bajo como 

0.0411M NO3-. 

Como se muestra anteriormente, la reduccion de NO3- y NO2- con V(il) progresa 

rapidamente a altas temperaturas, resultando en una disminucion gradual de la serial 

despues de 30-35 min a 60 °C (Fig. 2A). Sin embargo, a temperaturas ligeramente mas 

15 bajas (por ejemplo 40 °C), la velocidad de reacciOn disminuye significativamente, 

requiriendo varias horas para alcanzar la maxima absorbancia (Fig. 2A). Por lo tanto, se 

sugiere que el tiempo de reacci6n debe ser controlado para que sean 20-30 mm  a 60 °C 

enfrian las muestras a continuaciOn a temperatura ambiente (25 °C). De esta manera, la 

serial permanece estable durante al menos 1 hora, disminuyendo despues lentamente con 

20 el tiempo (Fig. 3C). Este procedimiento facilita el analisis de un pun niimero de muestras 

simultaneamente sin necesidad de medir la absorbancia de las muestras inmediatamente. 

Efecto de la salinidad 

Se observo una disminucion leve de la absorbancia molar con el aumento de la 

25 salinidad en la determinaci6n de NO2- utilizando el procedimiento coman de la reacciOn 

de Griess (ABS = 94.163+5.822*exp(-0.120+sa1inidad), r = 0.958) (Fig. 4), en contraste 

con informaciones anteriores (Grasshoff et al. 1983). Norwitz & Keliher (1985) tambien 

reportaron un efecto de las sales pero en concentraciones mucho mas altas que las 

utilizadas aqui y para sales concretas. El efecto de la salinidad sobre la determinacion de 

30 NO2- fue la misma cuando VC13 estuvo presente en la reaccion (ABS = 

93.033+7.104*exp(-0.088+salinidad),  r = 0.984). El efecto de la sal se mantuvo estable en 

salinidades entre 20 y 50, produciendo una absorbancia molar alrededor del 94% del 
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valor obtenido en agua destilada. Se observo un efecto mas fuerte durante la 

determinacion de NO; en presencia de VC13, con la absortividad molar disminuyendo al 

85% del valor obtenido en agua destilada a salinidades entre 30 y 50 (ABS = 

82.519+17.469*exp(-0.055+salinidad),  r = 0.998). Por lo tanto, se sugiere que las curvas 

5 de calibracion deben realizarse utilizando estandares en salinidades similares a las 

encontradas en las muestras a analizar o la aplicacion un factor de correccion previamente 

calculado. 

Interferencia del nitrito 

10 El NO3- se encuentra a menudo en la muestra junto con NO2-, aunque 

generalmente este ultimo en mucha menor concentracion. El NO2- interfiere en las 

mediciones utilizando el reactivo de Griess. Todos los protocolos publicados hasta la 

fecha requieren la reduccion de NO; a NO2- , seguida por la determinaci6n de la suma de 

NO2- y NO3- (NO). Entonces NO2- es determinado por separado en otra muestra y por 

15 diferencia se determina la concentraci6n de NO3- de la muestra analizada. 

El protocolo de Miranda y col. (2001) describe un protocolo espectrofotometrico 

usando VC13 para la reduccion de NO3-. Sin embargo, ellos describieron una alta 

interferencia del NO2-, siendo el error en la determinacion de NO;, proporcional a la 

concentracion de NO2-. Como resultado, el error en una muestra con concentraciones mas 

20 altas de NO2- que NO; podria ser superior a la concentraci6n real de NO; (Beda y 

Nedospasov 2005). 

Despues de la reacci6n completa con VC13, tanto el NO2- inicialmente presente en 

la muestra como el NO2- producido en la reduccion del NO3- contribuyen a la absorbancia 

medida. La absortividad molar del NO2-, en ausencia de NO;, disminuye de un valor de 

25 0.042 a 0.036 ABS !MI despues de la adicion del reactivo de VC13 (Fig. 5A). Este valor 

fue ligeramente inferior a la teorica disminucion producida por dilucion debido a la 

adiciOn de reactivos (0.038 ABS j.tM1), por tanto es importante determinar el efecto de la 

adicion del reactivo de VC13 para la produccion serial del compuesto coloreado azo, 

obtenida en el paso 1, usando un conjunto de patrones de NO2- en paralelo a los de NO3-. 

30 La eficiencia de la reduccion NO; a NO2- tambien influira en la serial medida; la 

absorbancia molar obtenida para NO3- es ligeramente menor que la de NO2-, pero la 

eficiencia de la reacci6n es superior al 94% durante las pruebas del metodo (Fig. 5A). 
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Este efecto esta incluido en las ecuaciones usadas para calcular las concentraciones de 

cualquier muestra. 

El metodo desarrollado por Miranda y col. (2001) logra absortividades molares 

inferiores para el NO3- que las observadas con el presente metodo debido a 1) el mayor 

5 volumen de los reactivos utilizados por estos autores, resultando en una dilucion de 1:2 de 

la muestra y 2) una menor eficiencia de conversion. Los absortividades molares obtenidos 

fueron 0.0089 ABS 1.,,M-1 que, despues de considerar los absortividades molares obtenidos 

para NO2- con la reaccion de Griess (alrededor de 0.038 ABS 11M-1) y la dilucion debido a 

la adici6n de reactivos como se describio en su protocolo, se traduciria como una 

10 eficiencia de conversion de — 40%. Como resultado, la absorbancia obtenida por mol de 

NO2- con el metodo de Miranda y col. (2001) es mas de dos veces mayor que para el NO3- 

. Ademas, la serial individual obtenida para NO3- y NO2- no fue tenida en cuenta, 

resultando en una menor precisi6n y una mayor interferencia del NO2-. 

Por el contrario, el procedimiento propuesto aqui alcanza una serial similar de 

15 absorbancia para ambos compuestos, resultando en una minima interferencia del NO2- y 

una alta exactitud. Ademas, la serial para el NO3- y el NO2- se obtienen por separado 

durante la calibracion y es constante durante cada analisis sin importar el ratio NO2-:NO3- 

presente en la muestra. Esto fue confirmado por el bajo error (< 0.5 111\4) medido en la 

determinacion de NO3- en estandares con un rango de concentraciones de NO2- (Fig. 5B). 

20 La concentracion de NO3- fue, sin embargo, subestimada cuando la suma de las 

concentraciones NO2- y NO3- (NO) supera 30 tM, valor que es mas alto que el limite 

superior para la medicion de NO2- (Grasshoff et al. 1983). Por lo tanto, para las medidas 

de NO  por encima de 25 M, especialmente con concentraciones altas de NO2- (>30% 

NOx-), las muestras deben diluirse con el fm de obtener una medicion precisa de NO3-. 

25 Finalmente, con el metodo propuesto aqui, no es necesario la determinacion de NO2- en 

una muestra independiente, sino que ambos analisis se realizan secuencialmente con el 

consiguiente ahorro de muestra, reactivos y tiempo. 

Comparacion de los metodos de columna de cadmio y reduccion con vanadio 

30 Un conjunto de muestras ambientales fueron recogidas de diferentes ambientes y 

se analizaron con el metodo de reduccion de cadmio tradicional en un autoanalizador 

TRAACS 800 Technicon mediante protocolos estandar (Grasshoff et al., 1983) y con el 
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protocolo descrito aqui. Las muestras de columna de agua estuarica fueron recogidas en 

la superficie a lo largo de un gradiente de salinidad (rango de salinidad 6-26) en la parte 

interim del Golfo de Nicoya (Costa Rica) en julio de 2011. Se recolectaron muestras de 

agua dulce de la columna de agua (0-16 m de profundidad, salinidad 0) del embalse de 

5 Bornos (Cadiz, Espalia), en agosto de 2010. En diciembre de 2011, se recolectaron 

muestras de agua del embalse acido (pH —4) del Sancho (Huelva, Espaiia), afectado por 

vertidos de drenaje acid° de minas, para probar el efecto de altas concentraciones de 

metales. Se analizaron tambien muestras de agua intersticial, extraidas de la capa superior 

(0-3.5 cm, salinidad 32-40) de testigos sedimentos marinos tras su congelacion, recogidos 

10 en marzo de 2013 en un calk) mareal "Rio San Pedro" (Bahia de Cadiz). El agua 

intersticial tras la congelacion del sedimento, y liberacion por lisis celular de los 

nutrientes, fue extraida conforme a lo descrito en Garcia-Robledo et al (2010). Todas las 

muestras ambientales se dividieron en alicuotas y se analizaron por triplicado con cada 

metodo. 

15 La comparaci6n entre el metodo clasico de reduccion mediante columna cadmio y el 

protocolo propuesto aqui en un rango de salinidades amplio (0-40) y tipos y procedencia 

de las muestras (agua dulce, agua dulce acida y contaminada por drenaje acido minas, 

agua estuarica y sedimentos marinos) mostro una excelente concordancia (Fig. 6). La 

prueba t de Student para muestras emparejadas mostr6 que los resultados de los dos 

20 metodos son homogeneos (t =-0.736, p = 0.472, n = 17) con una diferencia promedio 

error estandar entre los dos metodos de 0.073 ± 0.099 tiM. Estas determinaciones 

independientes demuestran que el metodo de reduccion con vanadio y posterior uso del 

espectrofotometro no sesga los resultados. Ademas, por el metodo de vanadio se 

analizaron 60 muestras para NO2- y NO3- en menos de 1 h, sin la necesidad de un tecnico 

25 especializado y un sistema autoanalizador caro capaz de medir NO3- por el metodo de 

reduccion de la columna de cadmio. 

APLICACION INDUSTRIAL 

Como resultado de esta adaptaci6n se podria producir un kit colorimetrico 

30 utilizando un sistema de calefaccion portatil y un espectrofot6metro para la determinacion 

de nitrato y nitrito en el mismo volumen de muestra. 
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Ademas, tambien se puede disear un sistema de analisis de inyeccion de flujo que 

permitird medir el nitrito y nitrato en la misma muestra, usando canales diferentes o 

usando el mismo canal, utilizando asi la mitad de la cantidad de muestra y reactivo de 

Griess. Alternativamente, la linea usada para la determinacion de nitrito podria ser 

5 recirculada despuOs de la medida de la absorbancia para la determinacion de este 

compuesto. A la mezcla compuesta por la muestra y el reactivo Griesss se le afiade el 

reactivo de Vanadio y la concentracion de nitrato+nitrito se mide en el mismo canal o en 

otro diferente. 
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1. Procedimiento para la determinacion secuencial de nitrito y nitrato, caracterizado 

porque comprende una fase de deteccion inicial de NO2- con reactivo de Griess, 

seguido de una segunda fase de reducciOn del NO3- presente en la muestra a NO2- 

5 con VC13 y la posterior detecciOn del NO2- producido con el exceso de reactivo de 

Griess presente. 

2. Procedimiento para la determinacion secuencial de nitrito y nitrato, segim 

reivindicacion 1, caracterizado porque la primera fase comprende: 

10 Adicion de un volumen de reactivo de Griess equivalente a 0,1 veces el 

volumen de muestra, 

Mezcla e incubacion a temperatura ambiente durante 20 minutos, 

Determinaci6n de la concentraci6n de NO2- mediante tecnicas 

espectrofotometricas y curvas de calibrado del estandar de NO2-. 

15 

3. Procedimiento para la determinacion secuencial de nitrito y nitrato, segun 

reivindicacion 1, caracterizado porque la segunda fase comprende: 

AdiciOn de una cantidad de VC13 equivalente a 0.1 veces a volumen del 

conjunto de la muestra y el reactivo Griess restante en el medio de reaccion 

20 empleado en la primera fase para reducir el NO3- a NO2- 

Mezcla y posterior incubacion a 600 C durante 25 minutos 

Enfriado a temperatura ambiente 

Agitaci6n 

Determinacion de la concentracion del NO2- procedente de la reduccion de 

25 NO3- presente y del NO2- existente en la muestra, mediante tecnicas 

espectrofotometricas y curvas de calibrado 

Determinaci6n de la concentracion de NO3- mediante el empleo de la 

siguiente ecuaciOn: 

[NO3] = (ABSyNox — AB SVreactwos SVNO2 x [NO2]) / SvNO3 (6) 

30 donde  

[NO3-] es la concentracion de nitratos 

ABSvNox es la combinacion de las absorbancias individuales de cada 

compuesto (nitrito y nitrato) ademas de la absorbancia de los reactivos. 

20

ES 2 533 782 A1

 

mborlafg
Texto escrito a máquina
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Texto escrito a máquina
REIVINDICACIONES

mborlafg
Texto escrito a máquina



 

ABSvreactivos es la absorbancia de los reactivos en ausencia de NO2- y NO3" 

SvNO2 es la pendiente de la curva de calibrado de los estandares de NO2- 

SVNO3 es la pendiente de la curva de calibrado de los estandares de NO3- 

5 4. Uso del procedimiento descrito en reivindicaciones 1 a 3 para la detenninacion 

de concentraciones de nitrito y nitrato en muestras acuaticas. 

21

ES 2 533 782 A1

 



 

g 0.3 

E 
co 0.2  
ca 
< 0.1 

0 

250 

1200 -  
E 

c 150 - 

:8 

Po 100 -  

0 
I-

C) 50 

g. 
i 
I- 2 4 

VC13(%) 

6 

Fig. 1 

-  

 

D 

0 2.5 5 7.5 

HCI (N) 

10 

22

ES 2 533 782 A1

 



40 

35 

30 

2 25  
E 

-20 
U) 

M 15 
01 

10 

5 

o 

 

0 

35   

30 

25 
2 
E20  

2 15 

20 40 60 80 100 120 

a

 

B 

10
 • -.- NO2-- reactivo  

5 -0-VC' 3 - reactivo  

0 

0 

1 1 1 1 i 

50 100 150 

Volumen (pL / mL) 

Fig. 2 

200 

23

ES 2 533 782 A1

 



3.5   

3 - 

2.5 - 

co 2 - 
to 
<1.5 - 

1 - 

0.5 - 

0 

0 

1 

0.8 - 

 

20 40 60 80 100 120 

s = 0.0340 ± 0.0001 ABS pM-1 B  
i = 0.0479 ± 0.0005 ABS 

r2 = 0.9998  

LOD = 0.04 pM 

0   

o 

120   

100 •  

C  e  - 
2 
E 60  

;3 
m 40 - 
< 

20 

0   

0 

5 10 15 

NO3- (pM) 

20 

1 2 3 4 5 6 

Tiempo (h) 

Fig. 3 

24

ES 2 533 782 A1

 



 

0  

0 10 20 30 

Salinidad 

Fig. 4 

40 50 60 

25

ES 2 533 782 A1

 



I 

 

0.8 - 

o "
 - 

co
m 

<0.4 - 

0.042 • NO2- + 0.002 

0.036 • NO2- + 0.052 (VCI3) 
0.034 - NO3- + 0.052 (VCI3 

0.2 - 

0 

0 

1.6 

1.4 - 

1.2 - 

1 
en 
030.8 
< 

0.6 - 

0.4 

0.2 

0 

0 

I 

5 10 15 20 
NO2- - NO3- (pM) 

25 

5 10 15 20 25 
NO3- (pM) 

Fig. 5 

30 

26

ES 2 533 782 A1

 



35   

30 - 

25 - 

20 - 

15 - 

10 - 

5 - 

 

0 - 

14 

12 - 

s= 1.008 ± 0.012 

i = -0.159 ± 0.159 

r2 = 0.998  

0 5 10 15 20 25 30 35 

Cadmio- NO; (OA) 

B 
Nutrientes liberados por !Isis 

por congelacidn del sedimento 

HO-I 

-01—I  

0-II 

I • 01  

• VCI3 

o Cadmio 

10 20 30 40 

NO; (pM) 

50 60 

10 - 

4 - 

2 - 

0 

C Estuario del Golfo de Nicoya 

i 

i 
• VCI3 

o Cadmio i 
Q 

0 10 20 30 40 50 

Distancia desde desembocadura (km) 

Fig. 6 

27

ES 2 533 782 A1

 


	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

