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Resumen

El exceso de nitratos en los alimentos tiene un
efecto toxico por sus productos de reaccion, en este
trabajo se utilizo una técnica espectrofotométrica con
fenol para la determinacion de nitratos en vegetales.
En el proceso se evaluaron la linealidad, la exactitud
v la reproducibilidad del método. El andlisis fue
satisfactorio para jitomate y papaya ya que presentan
un nivel de recuperacion cercano al 100 %, mientras
que para la pifia la técnica muestra baja
reproducibilidad.
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1. Introduccion

El nitrato (NO5’) es un compuesto i6nico que se
encuentra en la naturaleza formando parte del ciclo del
nitrogeno. Estd presente en aire, suelo, agua asi como
en alimentos y es producido naturalmente en el cuerpo
humano [1-2]. Su versatilidad quimica ha asegurado
su utilizacion en una multitud de actividades
industriales, en procesos que van desde la fabricacion
de cristales y explosivos hasta su utilizacion como
conservador y antimicrobiano en alimentos (E-251
nitrato sodico, E-252 nitrato potésico) [3]. Los nitratos
son esenciales para el crecimiento de las plantas y se
utilizan como fertilizantes, pues permiten la mejora de
los productos agricolas. Sin embargo, su uso excesivo
tiene como consecuencia una acumulacion en las
plantas [4]. Este compuesto en si mismo no es toxico,
pero sus metabolitos y productos de reaccion, como el
nitrito, el oxido nitrico y los compuestos N-nitrosos,
estan implicados en efectos adversos para la salud
humana [5]. El i6n nitrato (NO;’) al ser ingerido se
reduce facilmente a nitrito (NO,") por accion de las
bacterias presentes en la saliva y tracto
gastrointestinal. El nitrito reacciona con las aminas
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dando lugar a compuestos nitrosos como las
nitrosaminas, las cuales ejercen un efecto
carcinogénico directo sobre la mucosa gastrica [6]. Es
también responsable del sindrome del bebé azul
(metahemoglobinemia) [7-8], enfermedad que causa la
obstruccion del transporte del oxigeno desde los
alvéolos a los tejidos y que puede conducir a la muerte
[2-9]. Debido a lo anterior, el comité de la FAO/OMS
recomienda una Ingesta Diaria Aceptable (IDA) entre
0-3.68 mg/kg peso corporal; es decir que la ingesta
diaria de nitratos de una persona con peso corporal de
70 kg no deberia exceder los 259 mg [10].

Diversas metodologias se han utilizado para su
determinacion; dentro de estas técnicas se encuentran
la titulacion, la colorimetria [11-12], la destilacion por
arrastre de vapor [13], la espectrofotometria (UV/Vis)
[14], el wuso de electrodos selectivos [15], la
cromatografia de gases [3] y el HPLC [16]. Los
métodos espectrofotométricos son los mas utilizados y
aceptados debido a su simplicidad, bajo costo y alta
precision. La determinacion de nitratos puede hacerse
de manera directa o indirecta, en esta ultima ¢l nitrato
se reduce a nitrito utilizando una columna de cadmio
[17] o por medio de una mezcla reductora que
contiene Zn [18]. En la determinacion directa se puede
utilizar el 4cido salicilico [I1], el 4acido
fenoldisulfonico [16,19] o también el 2-sec-butil fenol
propuesto por Tanaka er al [20]. En este twltimo
método el 2-sec-butil fenol reacciona
cuantitativamente con el nitrato en una solucion acida;
un proceso analogo fue propuesto por Gaya et al. [21]
quienes  desarrollaron un método para la
determinacion de nitratos en productos vegetales
mediante el uso de fenol como el reactivo activo. El
principio se basa en la nitracion del fenol y la
formacion de la sal de sodio correspondiente. Las
reacciones implicadas en el proceso se muestran en la
Figura 1.

Al final, 1 mol de nitrofendxido de sodio se
produce a partir de un mol de nitrogeno en forma de



nitrato. El nitrofenéxido de sodio absorbe la luz
ultravioleta a 407 nm, la cual proporciona la base para
la determinacion de nitrogeno en forma de nitrato (N-
NO3).
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Figura 1 Reaccion de nitracion del fenol y la formacion de
la sal de sodio correspondiente de acuerdo al método de
determinacion de nitratos usando fenol [21].

El objetivo de este trabajo es determinar nitratos
en papaya, pina y jitomate utilizando el método del
fenol propuesto por Gaya et al. [21].

2. Materiales y Métodos

2.1 Materia prima

La materia prima utilizada fue jitomate y papaya
adquiridos en el mercado local de Cholula en Puebla.
También se analizo pifa de la variedad cayena lisa y
esmeralda del municipio de Villa Azueta en Veracruz.

2.2 Determinacion de nitratos
Para la determinacion de nitratos se uso el método
del fenol propuesto por Gaya et al. [21]. En un matraz
de precipitados de 250 cm’ se colocaron 10 g de la
muestra, 70 cm’ de agua destilada y 2.5 cm® de NaOH
al 4%, se calentd a 80 °C por 25 min con agitacion
ocasional. Se tomé una alicuota de 4 cm’ del extracto
y se coloco en tubos de vidrio enfriados con hielo,
adicionandose 1 cm® de una solucion de Agy)S0, al
5%, seguida por 7 em’ de H,SO, al 98 % y 0.1 cm’ de
una solucion de fenol al 5 %. La solucion se dejo en
reposo durante 20 min con agitacion ocasional. Se
llevaron a cabo dos extracciones:
¢ Extraccion I: en un embudo de separacion se
adicionaron 5 cm’ de tolueno agitandose de 5 a
10 min. La capa acuosa se descartd. La fase
organica se lavé dos veces con 10 cm® de agua
destilada y se agitd durante 2 min descartando
la fase acuosa en cada lavado.

¢ Extracciéon II: se llevo a cabo con 10 cm® de
Na,COs; al 10 %, agitando durante 1 min.

Finalmente se realiza la lectura de absorbancia a
407 nm. La cantidad de nitrato (ng/g) en el vegetal se
calculd por medio de la ecuacion 1:

C %100
Ws x4

Nitrato = Ec.(1)

Donde:
C = concentracion de nitratos (pg/cm’)
Ws = es el peso de la muestra utilizado (g)

La curva de calibracion se realizo con soluciones
estandar de nitrogeno en forma de nitrato (N-NO;), la
cual se lleva a cabo al mismo tiempo que las muestras.

2.3 Intervalo de trabajo

Se desarrolld la curva de Ringbom a partir de los
datos obtenidos en la curva de calibracion, graficando
el porcentaje de la absorbancia (% As) contra los
logaritmos de las concentraciones (Log C). El objetivo
es seleccionar la zona de minimo error del método y
con ello determinar el intervalo de trabajo de que
garantice una mayor confianza de los resultados que
se generan.

2.4 Exactitud del método

Se realiz6 una prueba de recuperacion de nitratos
para asegurar la validez del método. En la etapa de
filtracién se adicionaron 5 cm’® de 50 pg/cm’ de una
solucion estandar de nitratos y se aford hasta 100 cm’
con agua destilada. El porcentaje de recuperacion de
los nitratos afiadidos se calculd por medio de la
ecuacion 2, como cien veces la diferencia entre las
series dividida entre la cantidad del analito afiadida:

Cr
% Recuperaciéon = Ca* 100 Ec.(2)

Donde:
Cr: es la cantidad recuperada del analito.
Ca: es la cantidad anadida.

3. Resultados y discusion

3.1 Determinacion de la curva estandar

Para la construccion de la curva de calibracion se
prepararon soluciones de nitratos de diferentes
concentraciones, se trataron igual que las muestras y
se leyeron por duplicado. Con el promedio de los
datos obtenidos se procedid a realizar la curva de
calibracion mediante un andlisis de regresion por el
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método de minimos cuadrados y se determinaron las
caracteristicas de desempefio del método. La curva
ajustada se presenta en la Figura 2 para la
determinacion de nitrégeno en forma de nitrato (N-
NO;) por espectrofotometria.
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Figura 2 Curva de calibracion para determinar nitrégeno en
forma de nitrato.

Se realiz6 la curva de Ringbom para determinar el
intervalo optimo de concentraciones, la cual se
muestra en la Figura 3. La parte lineal de la figura
permite obtener el intervalo que presenta mayor
relacion lineal entre la absorbancia y la concentracion.
De acuerdo con Bermejo [22], la inspeccion se hace
de manera visual; se observa que hay una desviacion
de la linea recta en las zonas de alta y baja
concentracion manteniéndose practicamente recta en
la zona central, lo que significa que el intervalo de
trabajo mas confiable del método se encuentra entre
25 y 100 mg/L. En este intervalo se comete el minimo
error.

3.2 Analisis estadistico

Para comprobar si el modelo lineal se ajusta o no
al método se determinaron: la ecuacion de la recta, el
coeficiente de correlacion (R) y el coeficiente de
determinacion (R?) de la linea de regresion.
Asimismo, se realizd el analisis de varianza de la
regresion lineal y se determinaron el test de
proporcionalidad (t de student para el intercepto) y el
test de linealidad (Coeficiente de variacion, C.V., de
los factores de respuesta F y t de student para la
pendiente).

Los célculos se hicieron en Microsoft Excel 2007,
obteniéndose un modelo para describir la relacion
entre absorbancia y la concentracion. La ecuacion del
modelo ajustado se muestra en la ecuacion 3:

Abs = 0.032519 + 0.00594311Concentracion  Ec.(3)
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Figura 3 Curva de Ringbom.

Los resultados estadisticos de la regresion se
muestran en la Tabla 1. Como se observa el modelo
ajustado es capaz de explicar la respuesta
(absorbancia) a partir de la variable concentracion, ya
que, tanto R como R® son cercanas a uno, lo que
indica una alta correspondencia entre los valores
obtenidos con la recta de ajuste y con los obtenidos
experimentalmente.

Tabla 1 Estadisticas de la regresion

Parametro Valor
Coeficiente de correlacion R 0.9940
Coeficiente de determinacion R* 0.9880
R? ajustado 0.9865

Error tipico 0.0339

Por otra parte se realizo el andlisis de varianza el
cual permitid6 determinar que el valor de
Fealeutade=657.84 > Firico=5.0725 x 10", indicando
que el modelo se ajusta para la relacion entre la
absorbancia a partir de la concentracion, con un nivel
de significancia del 5 %.

Se comprobo la significacion del intercepto con
respecto al cero a través de la prueba de t student. El
intercepto de la recta fue cercano a cero. Al aplicar la
prueba se obtuvo un valor de texperimental = 1.83 que es
menor que el valor de t tabulado = 2.92 para una
probabilidad del 95 % con nueve grados de libertad.
Lo anterior permite establecer que no existe diferencia
significativa.

En lo que respecta al coeficiente de variacion total
de los factores respuesta (4.525 %), fue menor al 5 %
lo que indica que la pendiente es distinta de cero
ratificando la linealidad.

3.3 Analisis de las muestras
Dado que el andlisis inicial de las muestras no
mostro presencia significativa de nitratos, para evaluar



la pertinencia del método se realizd un ensayo de
recuperacion adicionando 50 pg/cm’ de nitratos sobre
muestras de jitomate, papaya y dos variedades de pifia
(cayena lisa y miel) obteniéndose los datos que se
representan en la Tabla 2. Se observa que tanto para el
jitomate como para la papaya los porcentajes de
recuperacion son cercanos al 100 %, para estos
productos el método muestra la exactitud necesaria y
por lo tanto una reproducibilidad de los datos.

Tabla 2 Resultados de exactitud del método

Pifia L2
Muestra Jitomate Papaya . (cayena
(Miel) i
isa)
Nitrato 50 50 50 50
afiadido
(mg/L)
Nitrato 50 45 63.5 61.5
recuperado +4.24 +7.07 +£26.16 £19.09
(mg/L)
Recuperacion 100 90 127 123
(%) +848 1414 £5232 +38.18
Coeficiente 8.49 15.71 41.2 31.04

de variacion
(%)

El coeficiente de variacion en las muestras de pifa
es muy alto al igual que su desviacion estandar. Sin
embargo aunque con esta metodologia no se puede
determinar cuantitativamente nitrato en muestras de
pifa, la reaccion si presenta cambios cualitativos, es
decir que manifiesta variacion en su coloracion
dependiendo de la variedad de la piia (cayena lisa o
miel). A este respecto, la cantidad de azlcares
presentes en la pifia puede interferir en la técnica; cabe
recordar que en el conocido método para la
determinacion cuantitativa de azucares y sustancias
relacionadas establecido por Dubois et. al. [23], se
utiliza fenol en presencia de &cido sulfurico
desarrollandose  un  color amarillo-naranja. Es
necesario realizar mas pruebas para determinar las
interferencias por azicares o sustancias relacionadas.

4. Conclusiones

La metodologia estudiada para la determinacion de
nitratos en frutas utilizando fenol es lineal en el
intervalo de concentracion 25 a 100 mg/L basado en el
valor obtenido para el coeficiente de correlacion
lineal.

Adicionalmente, se comprob6é la linealidad
mediante la determinacion del coeficiente de variacion
de los factores de respuesta, se corrobord que el valor
de la pendiente es significativamente distinto de cero y

que el intercepto no estd estadisticamente alejado de
cero.

Para el estudio de la exactitud mediante la prueba
de adicion/recuperacion la  metodologia para
determinar nitratos puede ser viable en jitomate y
papaya ya que ¢l porcentaje de recuperacion es
cercano al 100 %. Para las muestras de pifia esta
técnica no es viable, por lo que se deben analizar otros
factores (contenido de azucar, pH, naturaleza y
tamafio de la muestra) para validar y generalizar el
método.
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