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Resumen. En este trabajo se presentan los resultados obtenidos para
la cuantificacion de nitratos y nitritos en aguas naturales utilizando
una configuracion de flujo continuo. La determinacion se basa en la
reduccidn de nitratos a nitritos, utilizando una columna de cobre, los
cuales reaccionan con sulfanilamida y N-1-naftiletilendiamina para
dar un compuesto azodico cuya absorbancia se mide a 540 nm. Los
resultados se comparan con un método estdndar en cuanto a tiempo y
costo de analisis. Los resultados demuestran que la determinacion por
FIA disminuye los costos de analisis en un 85 % asi como una ganan-
cia del 90 % en tiempo, tanto para la determinacion de nitratos como
de nitritos.
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Abstract. The results obtained from the determination of nitrates and
nitrites in natural waters using a continuous flow manifold are shown
in this paper. The reaction is based on the reduction from nitrates to
nitrites, using a copper column, which react with sulfanilamide and
N-1-(naphthyl) ethylene diamine to form an azoic compound that is
measured at 540 nm. The results are compared with a standard
method in cost and analysis time. The study shows decrease the cost
of analysis in a 85 % and the analysis time in a 90 % is possible by
FIA.
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Introduccion

Los niveles de nitratos y nitritos en aguas naturales son un
indicador importante de la calidad del agua. Ambos se encuen-
tran relacionados con el ciclo del nitrogeno de suelo y plantas
superiores aunque los nitratos son afiadidos por medio de fer-
tilizantes que puede ocasionar que los niveles de estos aumen-
ten. Los nitritos también se forman durante la biodegradacion
de nitratos, nitrégeno amoniacal u otros compuestos organicos
nitrogenados y se utiliza como indicador de contaminacién
fecal en aguas naturales.

Los nitratos no se consideran en si toxicos, pero la ingesta
de grandes cantidades produce un efecto diurético. Por otra
parte, los nitritos pueden producir compuestos cancerigenos,
las nitrosaminas, por su reaccion con aminas secundarias o ter-
ciarias, ademas de interaccionar con los globulos rojos de la
sangre produciendo metahemoglobinemia que impide el trans-
porte de oxigeno al cuerpo.

Se han desarrollado una gran cantidad de métodos para la
cuantificacion de estos analitos en aguas y en otro tipo de
muestras como alimentos y fluidos biologicos. Muchos de los
métodos estan basados en cromatografia idénica [1-6], de
hecho, la EPA recomienda la determinacion de nitratos y nitri-
tos por este método [7], aunque existen varios métodos enfo-
cados a la cromatografia liquida de alta presion [8-11] o a la
electroforesis capilar [12-16].

Varios métodos analiticos estan basados en la reduccion
de nitratos a nitritos con deteccion colorimétrica posterior. Se
han utilizado varios agentes reductores como zinc, cadmio o
cadmio cuperizado que se han acoplado como columnas re-
ductoras a configuraciones de flujo continuo no segmentado
para la cuantificacion simultanea de nitratos y nitritos [17-22].

En la actualidad, los laboratorios ambientales de rutina re-
quieren métodos rapidos, precisos y econémicos. Estos labora-
torios realizan la determinacion de nitritos en aguas de acuer-
do a la Norma Mexicana [23] que se basa en la reaccion de los
nitritos con sulfanilamida y 1-naftiletilendiamina para formar
un compuesto azo que se mide espectrofotométricamente.

La cuantificacion de nitratos se basan en la reaccion con
sulfato de brucina la cual requiere altas temperaturas de reac-
cion haciendo la determinacion poco precisa, costosa y muy
laboriosa, aunque también se contempla la determinacion por
medio de una columna de cadmio cuperizada [24]. Los méto-
dos estandar de la ASTM describen la determinacion de
nitratos y nitritos utilizando una columna de cadmio cuperiza-
do para la reduccion de nitratos y la formacion de un azo com-
puesto, estos métodos incluyen un método automatico de flujo
segmentado [25].

Las ventajas economicas que implica el utilizar un méto-
do automatico de flujo continuo, aunque ha sido estudiado, no
existen reportes en cuanto a la reduccion de costos. En los tra-
bajos referidos a estas metodologias se ha demostrado la gran
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reproducibilidad y exactitud de estos métodos pero en muchos
casos estos parametros son equivalentes a los obtenidos por
metodologias que no son de flujo continuo.

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos en la
determinacion de nitratos y nitritos en aguas naturales por
analisis por inyeccion en flujo, utilizando una columna de
cadmio cuperizado. Se realizo el estudio econémico para esta
metodologia y se compard con su similar en donde la determi-
nacion no se realiza en un sistema de flujo.

Parte Experimental
Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron grado reactivo.

Para preparar la disolucion cuperizante se utilizo sulfato
de cobre pentahidratado (J.T. Baker, 98 %) 0.008 M y acido
etilendiamino tetracético 0.1 M (EDTA, J.T. Baker).

Se prepard una disolucion amortiguadora de amonio /
amoniaco 0.05 M/ EDTA 0.1 M pH 8.5.

Para preparar el reactivo de color se pes6 1 g de sulfanil-
amida (Aldrich) y 0.5 g de 1-naftiletilendiamina (NED) (J.T.
Baker) que se disolvieron en 250 mL de acido fosforico
(Merck) al 10 %

Para preparar la columna de cadmio se utilizé cadmio
granulado (Fluka) que se tamizé en una malla de 40-60 pm,
para homogenizar el tamafio de granulo, y se empacé en una
columna de teflon de 10 cm x 0.3 mm.

Se prepard una disolucion madre de NO, (nitrito de
sodio; Sigma) de 1000 pg / mL (como nitrogeno de nitritos,
N-NO,") a partir de la cual se prepararon estandares entre 0.1
y 10 pg / mL. Para la curva de calibracion de nitratos se uti-
liz6 nitrato de sodio (Sigma) a partir del cual se prepar6 una
disoluciéon madre de 1000 pg / mL (como nitréogeno de
nitratos, N-NO;") y estandares en el mismo intervalo que para
nitritos. De igual forma se prepararon mezclas de NaNO, /
NaNO; en diferentes proporciones.

Instrumentos

Todas las determinaciones se realizaron en un equipo automa-
tizado de Analisis por Inyeccion en Flujo OI-Analytical 3000,
Alpkem. El equipo consta de dos canales con bomba peris-
taltica, valvula de inyeccion y un filtro de 540 nm, por lo que
es posible realizar la determinacion simultanea de nitratos y
nitritos. El automuestreador y cada uno de los canales estan
controlados por un programa de computadora, asi como el
procesamiento de datos.

Fundamento de la reaccion

Los nitratos se reducen cuantitativamente a nitritos de acuerdo
al siguiente equilibrio quimico:

Cu® + NO;~ + 2H* + Y4 — CuY2- + NO,~ + H,0

Muestra

Columna de Cd
Agua
@_ — 540 nm
T

Buffer \ !
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B

Fig. 1. Configuracion utilizada para determinar NO;-. Cuando se
determina solo NO,~ se quita la columna de cadmio de la configu-
racion de flujo continuo. V.I., valvula de inyeccion; r,, reactor; d,
desecho; B, bomba peristaltica.

El cobre se encuentra en su forma reducida en la columna
de cadmio. El nitrito formado reacciona con la sulfanilamida
para formar la sal de diazonio que reacciona con el clorhidrato
de N-1- naftiletilendiamina para formar el azo compuesto
cuya absorbancia se mide a 540 nm.

Procedimiento

Preparacion de la columna de reduccion

El procedimiento de cuperizacion del cadmio se realizé de
acuerdo a lo establecido por la American Society for Testing
and Materials (ASTM) [25].

Se pesaron aproximadamente 20 g de granulos de cadmio
metalico y se tamizaron en una malla de 40-60 um para
homogenizar el tamafio del granulo. Se pesaron 10 g de los
granulos de cadmio tamizado y se lavaron varias veces con
HCI 1:1. Finalmente, se lavaron con agua destilada hasta eli-
minar completamente el exceso del acido. A continuacion se
adiciono la disolucion cuperizante y se mantuvo en agitacion
suave hasta la desaparicion del color azul de la disolucion.
Posteriormente se elimind esta disolucion y se adiciond otra
porcion (aproximadamente 20 mL) de la disolucion cuperi-
zante. Este procedimiento se realizé varias veces hasta que se
hubieron adicionado 250 mL de disolucion.

Una vez cuperizado el cadmio se lavaron varias veces los
granulos con agua destilada y se empacaron en una columna
de teflon de 10 cm de largo y 0.3 mm de diametro interno.

Determinacion de nitratos y nitritos por flujo continuo
La configuracion FIA utilizada para determinar NO,~ y NO,~
+ NO;~ se muestra en la figura 1.

Se inyectan 100 pL de muestra en un portador de agua
destilada que confluye con una disoluciéon amortiguadora de
pH 8.5. Posteriormente reacciona con el reactivo de color (sul-
fanilamida y NED) a lo largo del reactor r1 donde se forma el
compuesto azoico cuya absorbancia se mide a 540 nm. Al
tener dos canales el equipo automatizado se utilizan dos con-
figuraciones iguales con la diferencia que para la determi-
nacion de NO,~ + NO;~ se coloca la columna de cadmio cupe-
rizado después de la valvula de inyeccion.
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Tabla 1. Caracteristicas de las curvas de calibracion.

Analito Intervalo  Pendiente Coeficiente  Ordenada
lineal (uA*/ de correlacion  al origen
(ug/mL) (ug/mL) G) (uA)
NO,- 0.05-10 0.080 0.9999 0.0029
NO, +NO;~ 0.05-7.0 0.107 0.9999 0.0012

*uA: unidades de absorbancia

Resultados y discusion

Para cuperizar el cadmio que se empacé en la columna se
sigui6 el método que propone la ASTM, pero se realizé una
modificacion en la preparacion del sulfato de cobre. De acuer-
do a la ASTM, este reactivo se prepara disolviendo 20 g de
CuSO, 5H,0 por litro de agua, que es suficiente para cuperi-
zar el cadmio. Al utilizar ésta disolucion el cadmio se disolvia
por completo y el cobre se precipitaba en la disolucion, por lo
que se decidid adicionar EDTA 0.1 M que ocasiona que el
cobre se reduzca recubriendo al cadmio sin que este se disuel-
va debido a que disminuye el potencial de reduccion. Por esta
misma razoén la disolucién amortiguadora que se utiliza en la
configuracion contiene EDTA.

Las condiciones optimas de analisis que se utilizaron son
las especificadas por el manual del equipo automatizado: cau-
dal del portador, 0.4 mL / min; volumen de inyeccion, 100
uL; longitud de la columna de cadmio, 10 cm (aunque es
posible utilizar columnas mas pequefias de 7 cm) y concen-
tracion de la disolucion amortiguadora de amonio / amoniaco
0.5 M pH 8.5 y EDTA 0.0003 M. La concentracion del reac-
tivo de color seglin el manual es de 0.23 M para la sulfanil-
amida y de 0.008 M para el NED, en este caso hicimos una
modificacion en la concentracion de la sulfanilamida, por lo
que se hicieron algunos ensayos cambiando la concentracion
y comprobandose que es posible disminuir diez veces la
molaridad sin que se modifique la altura de la sefial FIA.
Concentraciones menores a 0.023 M diminuia la sefial en un
25 % por lo que se eligid esta concentracion como Optima
manteniendo el NED a 0.008 M.

Una vez que se optimizo6 la reaccion para la formacion del
azo compuesto se realizd un estudio para comprobar la efi-
ciencia de reduccion de la columna de cadmio. Se hizo pasar a
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través de la columna disoluciones estandares de concentra-
ciones diferentes de NO,~ (0.1-15 pg / mL) para que la mues-
tra tuviera la misma dispersion que cuando se determina NO;~
con las mismas concentraciones. La eficiencia de la columna
se calcula a partir de la altura de las sefiales obtenidas para
nitratos y para nitritos con las mismas concentraciones: hyg; /
hyo, % 100 (donde £ es la altura, en absorbancia, de la sefial
analitica). La eficiencia de la columna utilizada fue aproxi-
madamente del 99 % para concentraciones bajas y del 80 %
para concentraciones mayores a 8 pug / mL. Para medir la
reproducibilidad de la columna se inyectaron nueve mezclas
de nitratos y nitritos en diferentes proporciones cuya concen-
tracion final de nitrogeno fue de 1 pg/ mL y de 5 pg/ mL; la
precision, expresada como desviacion estandar relativa, fue de
1.82 %y 1.76 %, respectivamente.

Las caracteristicas de las curvas de calibracion para
NO, y NO,~ + NO;~ se muestran en la Tabla 1. El intervalo
lineal de nitratos mas nitritos es superior al indicado en la
Tabla 1 pero se eligio trabajar en ese intervalo debido a que
la eficiencia de la columna disminuye a concentraciones
mayores.

En cualquier laboratorio ambiental se requiere realizar
una prueba inicial de desempefio que involucra el calculo de
limite de deteccion y de cuantificacion y la elaboracion de
cartas control. El limite de deteccion que se calculd fue para
la determinacion de NO,~ ya que la reaccion de derivati-
zacion es para este analito, el limite de deteccion de NO;~
depende también de la eficiencia de la columna la cual a con-
centraciones bajas es practicamente del 100 %. El limite de
deteccion fue de 0.017 pg / mL y de cuantificacion de 0.057
png / mL. Las cartas control se elaboraron inyectando al sis-
tema la misma concentracion de nitratos y de nitritos por sep-
arado (5 pg / mL) durante doce dias consecutivos. La
desviacion estandar (s) encontrada para nitritos fue de 0.15
png / mL y para nitratos de 0.33 pg / mL, los limites de confi-
anza se establecieron como la media de las concentraciones
durante los doce dias mas dos veces la desviacion estandar.
Para hacer un seguimiento de las cartas control cada vez que
se analizaba una muestra se analizaban los estandares de
nitratos y de nitritos. El valor encontrado supera los limites
establecidos se considera un error en la determinacion de las
muestras que se analizan ese dia por lo que se debe realizar
otra determinacion y buscar las causas que originaron ese
dato.

Tabla 2. Determinacion de nitratos y nitritos en agua por el método de flujo continuo.

Analito Agua Potable* Agua Agua Agua del rio Texcaliacac®
Xochimilco Xochimilco Cuauhtémoc Tlalpan Coyoacan residual tratada

NO, (pg/mL)  0.12; 0.24 0.112; 0.085b 0.0583; 0.11b 0.14%,0.15>  0.16%;0.14>  0.52 0.24 0.10 <L.D 0.16 0.13 0.63

NO;~ (pg/mL) 2.6 2.870 1.702; 1.82b 0.322; 0.29b 1.002; 1.00b  1.30%;1.52b  1.56 0.16 0.57 040 023 023 0.28

*Muestras tomadas en diferentes zonas delegacionales de la Ciudad de México

a Agua de la red
b Agua de tinaco
¢ Muestras de diferentes puntos del rio
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Tabla 3. Analisis de costos. Comparacion entre la metodologia propuesta y el método estandar.

Reactivo Concentracion, mL gastados por Costo por Costo por muestra*
g/L determinacion determinacion (dolares) (ddlares)

FIA Estandar FIA Estandar FIA Estandar FIA Estandar
Color: 0.8 0.021 0.053 0.065 0.159
Sulfanilamida 4 10
NED 2 1
H3POy4 168.5 168.5
Buffer: 0.9 0.003 0.11 0.009 0.318
EDTA 1 1.7
NH4Cl1 85 13

Total 0.0024 0.163 0.074 0.477

*Considerando tres determinaciones

Aplicacion en muestras reales

El método se utiliz6 para analizar diferentes tipos de agua:
residual, potable y de rio, de diferentes zonas de la Ciudad de
México.

Los resultados de las concentraciones calculadas para
nitratos y nitritos se muestran en la Tabla 2. La concentracion
de nitritos se calculd directamente de la curva de calibracion
obtenida para este analito. La concentracion de nitratos se cal-
culo por diferencia entre la concentracion obtenida de la curva
de calibracion de nitratos mas nitritos menos la concentracion
de nitritos calculada para la misma muestra. Los resultados
que se muestran corresponden al promedio de tres determina-
ciones.

Analisis de costos

En la Tabla 3 se muestra los costos que se requieren para
realizar la determinacion de N-NO,~ por el método propuesto
y el método estandar de la Norma Mexicana.

En la Tabla se muestra que para el reactivo de color se
requieren 4.0 g / L de sulfanilamida para la determinacion por
el método FIA y 10 g / L para el método de la Norma
Mexicana; sin embargo por FIA se necesitan 2.0 g/ L de NED
mientras que el método oficial s6lo requiere 1 g/ L. Aun asi,
el volumen requerido de este reactivo por FIA es so6lo de 0.8
mL y para el método oficial 2.0 mL lo que implica que el
costo por determinacion es de 0.021 y 0.053 dolares respecti-
vamente. Si se considera que el analisis debe realizarse por
triplicado el costo por muestra es de 0.065 dolares por FIA y
de 0.16 dolares por el método de la norma.

Por lo que respecta a la concentracion de la disolucion
amortiguadora, se observa que la diferencia en la concen-
tracion de EDTA es poco significativa, pero la concentracion
de cloruro de amonio es bastante superior por FIA (85.0 g/ L)
con respecto al método de comparacion donde solo se requiere
13.0 g/ L. Sin embargo, a pesar de esta diferencia la metodo-
logia propuesta solo necesita 0.9 mL por muestra mientras que
el método estandar 75 mL lo que ocasiona que el gasto por
muestra sea de 0.318 ddlares contra 0.009 délares por FIA.

Tomando en cuenta los reactivos utilizados y los volume-
nes gastados el costo por muestra es de 0.074 dolares por FIA
y de 0.48 dolares por el método estandar lo que conlleva a un
ahorro del 85 % si la determinacion se realiza por FIA.
Aungque con estas cifras parece que el ahorro no es significati-
vo es importante considerar que en un laboratorio de rutina no
se analiza una sola muestra sino una gran cantidad lo que oca-
siona mayor gasto de reactivos. Si ademas se calcula el tiempo
de analisis por muestra, el método estandar requiere de 12 min
para llevar a cabo la determinacion mientras que el método
FIA solo necesita de 1.4 minutos por lo que es posible
analizar un mayor nimero de muestras por dia. La determi-
nacion de NO;~ implica un paso adicional de reduccion por
medio de una columna de cadmio, que en las dos metodolo-
gias implica practicamente el mismo gasto, pero el tiempo de
analisis es de 1.42 minutos por el método propuesto contra 19
minutos cuando la determinacion se realiza por el método
estandar.

Conclusiones

Las metodologias de flujo continuo aportan grandes ventajas a
los analisis de rutina ya que ademas de ser metodologias pre-
cisas y rapidas, el ahorro de reactivos, asi como de muestras,
es siempre superior debido a que se utiliza menos cantidad de
estos, lo que también implica que la produccion de desechos
sea menor siendo éste un factor indispensable en un laborato-
rio ambiental o de analisis. Una gran ventaja de los métodos
FIA es que la posibilidad de automatizacion es superior a la de
cualquier otra metodologia, ocasionando que se pueda
analizar mayor cantidad de muestras sin demasiada manipu-
lacion humana aumentando la precision y disminuyendo la
exposicion de los analistas a las muestras y a los reactivos.
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