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Resumen

A nivel internacional la implementacion de sistemas de control de la concentracion de nitrato (NO,) en alimentos para
humanos, obliga a contar con métodos de determinacion que ademas de precisos, sean practicos y econdmicos. En este
trabajo se compararon dos métodos para la determinacion de la concentracion de nitratos en extractos de hojas secas de
lechuga, el potenciométrico basado en el uso del electrodo de actividad especifica, y el colorimétrico propuesto por Cataldo et
al. (1975). Los valores obtenidos por colorimetria fueron 30% mayores a los obtenidos por potenciometria, diferencia origina-
da por lainterferencia que genera el color de los extractos. Cataldo etal. (1975) habian propuesto descontar la absorbancia
del color del extracto a cada muestra para eliminar esa interferencia, pero solamente cuando los extractos eran obtenidos a
partir de tejido fresco. Cuando utilizamos este procedimiento en extractos de tejido seco, la diferencia en la concentracion de
nitratos determinada por ambos métodos no fue estadisticamente significativa. El otro procedimiento evaluado para eliminar
el color del extracto fue el agregado de carb6n activado, que produjo resultados similares a los obtenidos con la cuantificacion
del blanco. El uso de carbén activado, sin embargo, resulté mas simple, ya que no requiere utilizar un blanco para cada
muestra.
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Summary
Color Removal From Dried-lettuce Extracts When Nitrate is Determined

There is anincreasing trend in many countries towards the implementation of control measures to ensure low nitrate (NO,)
levels of human food, therefore the methods used to measure nitrate concentration should be precise, practical and inexpen-
sive. In this work two methods were evaluated to determine nitrate concentration in extracts of dry lettuce leaves, the potencio-
metric based on the electrode of specific activity and the colorimetric of Cataldo et al. (1975). Nitrate concentrations measured
by colorimetry were 30% higher than those obtained by potenciometry, and this difference was due to the interference caused
by the color of the extracts. Cataldo et al. (1975) suggested a procedure to avoid this interference which consisted in discounting
the absorption of the extract before color development, using hence one blank per sample, but these authors considered that
this procedure would only be needed for water extracts obtained from fresh samples. When this procedure was applied to dry-
leaves extracts, the difference between the colorimetric and the potenciometric methods was statistically non-significant. The
other procedure evaluated was the addition of activated carbon to the extract, which also eliminated this background absorban-
ce. Although both procedures were equally effective in eliminating the background color of the extract, the use of activated
carbon is recommended because it does not require the use of one blank per sample.
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Introduccion

Los altos contenidos de nitrato en las hortalizas de hoja
pueden presentar un riesgo para la salud, ya que su consu-
MO en exceso se asocia a metahemoglobinemia infantil,
formacion de sustancias cancerigenas como nitrosaminas
y nitrosamidas, disminucion de la reserva de tocoferoles en
elhigado y bocio (Béckman etal., 1993; Muro et al., 1998;
Urquiaga y Zapata, 2000). A causa de esta problematica,
actualmente se analiza en Europa, y también en Uruguay,
laintroduccion de limites de concentracion de NO, en hojas
de hortalizas, por encima de los cuales su consumo no
seria recomendable. En Uruguay se ha incrementado la
demanda para determinar la concentracion de NO, en ho-
jas de hortalizas en general, y especificamente en lechuga,
debido a la creciente demanda de los consumidores por
alimentos de calidad. Por esto es necesario contar con una
metodologia precisa y rapida para determinar la concentra-
cion de NO, en hojas de hortalizas.

Los métodos usados cominmente para determinar la
concentracion de NO, en hojas son el potenciométrico, para
el que se utiliza un electrodo de actividad especifica, y el
colorimétrico, basado en la nitratacion del &cido salicilico
propuesto por Cataldo et al. (1975), de ahora en adelante
método de Cataldo. El método potenciométrico es simple
pero los electrodos son costosos, poco sensibles, requie-
ren de una continua reestandarizacion, y lamembranay el
maddulo sensor tienen una vida corta, de pocos dias a va-
rios meses (Mulvaney, 1996). Ademas, si la concentra-
cion de NO, de la muestra es superior al maximo valor de
laescala, se debe recalibrar el equipo, lo que implica repetir
la extraccion con una relacion mayor de agua/materia seca.

La cuantificacion de la concentracion de NO, por el mé-
todo de Cataldo es similar en rapidez y confiabilidad a la
cuantificacion por el método potenciométrico, pero el prime-
ro permite cuantificar el NO, en un rango mas amplio de
concentraciones, sin necesidad de ser recalibrado.

Debido a las limitaciones que presenta el método poten-
ciométrico, nos propusimos usar la técnica sugerida por
Cataldo et al. (1975), pero observamos un sesgo en la
estimacion de la concentracion de NO,, que atribuimos ala
pigmentacion amarilla/verdosa del extracto. Por consiguien-
te, el objetivo de este trabajo fue poner a punto un procedi-
miento que permita utilizar la técnica de Cataldo para deter-
minar la concentracion de NO, en muestras de hojas se-
cas de lechuga.
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Materiales y métodos

Se utilizaron muestras de lechuga Lactuca sativa L. (var.
Mantecosa) obtenidas en el mercado local. Cada muestra
se compuso de la hoja mas joven completamente desarro-
llada (Geraldsony Tyler, 1990) de 36 plantas. Las hojas se
secaron a 60 °C en estufa de aire forzado y se molieron
hasta pasar malla de 2 mm.

La extraccion de NO, se realizd con agua a temperatura
ambiente, con una relacion agua/muestra de 100:1, que se
mantuvo en agitacion durante 1 h y se filtré con papel
Whatman N° 2. Cuando la concentracion de NO, de la mues-
tra fue mayor a 10000 mg kg* N-NO, de tejido seco, se uso
una relacion agua/muestra 200:1 para que la concentracion
estuviera dentro de la escala utilizada para calibrar el elec-
trodo de actividad especifica.

La determinacion potenciométrica se realizo con un elec-
trodo de actividad especifica de NO, (Hach, modelo 48680),
que se calibrd con soluciones de KNO, de 1, 10, 20, 40,
100 mg Lt N. Previo a la determinacion, se mezclaron
15 mL del extracto de la muestray 10 mL de una solucion
de AgSO,, Al(SO,), 18H,0, NH,HSO, y H,BO, a efectos
de homogeneizar la fuerza ionica y eliminar interferencias
(Geldermany Beegle, 1998).

Para la determinacion colorimétrica se usd el método de
Cataldo etal. (1975) con modificacion de los volumenes
que consistieron en: 0,1 mL de extracto, 0,4 mL de &cido
salicilico al 5% (p/v) en H,SO, y luego de 20 min se agre-
garon 5 mL de NaOH 3,8 M. La absorbancia se midi6 a
410 nm. Se utilizaron los dos blancos propuestos por Catal-
do et al. (1975): i) el blanco para extractos de muestras
secas (denominado blanco Aen adelante) que consiste en
0,1 mL de agua destilada y los reactivos de la técnica, y i) el
blanco para extractos de muestras frescas (denominado
blanco E en adelante) que consiste en 0,1 mL de extracto
de cada muestra, H,SO, (sin acido salicilico) y NaOH. El
blanco E habia sido sugerido por Cataldo etal. (1975) como
el procedimiento indicado para eliminar el color del extracto
en muestras frescas.

El otro procedimiento usado para eliminar el color del
extracto consisti6 en agregar una «cucharadita de té» de
carbon activado a 30 mL del extracto, se agitd la mezclay
se filtré con papel Whatman N° 2. La curva de calibracion se
hizo con soluciones de NO, de concentracion conocida,
que fueron tratadas igual que las muestras.

Los resultados fueron analizados mediante técnicas de
comparacion de medias y andlisis de regresion, utilizando
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rutinas del Programa Excel (Microsoft Corp., 1997). En
todos estos andlisis el valor de probabilidad de 1% fue con-
siderado como el limite de significacion estadistica.

Resultados y discusion

Los valores promedio de concentracion de NO, obteni-
dos con el método de Cataldo cuando se us6 el blanco A
(comUn a todas las muestras), fueron mayores que los
obtenidos con el método potenciométrico (24132 versus
16533 mg NO, kg™ PS). Esta diferencia fue estadistica-
mente significativa, de acuerdo a la prueba t para medias de
dos muestras apareadas (test a dos colas). Parte de esta
diferencia es atribuible a la coloracién amarillo-verdosa del
extracto que no pudo cuantificarse correctamente con el
procedimiento de determinacion del «color del blanco» pro-
puesto por Cataldo etal. (1975).

Cuando la concentracion de NO, fue determinada por el
método de Cataldo y se usd el blanco E de cada muestra, la
diferencia entre los valores promedio de los métodos colo-
rimétrico y potenciométrico se redujo de 7599 a 1655 mg
NO, kg*PS, y no fue estadisticamente significativa.

Précticamente en todo el rango de andlisis, las concen-
traciones de NO, determinadas por el método de Cataldo
con el blanco A fueron mayores que las obtenidas por el
método potenciométrico (Figura 1). En cambio, cuando se
uso el método de Cataldo con blanco E las concentraciones
de NO, fueron similares a las determinadas con el método
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Figura 1. Relacion entre la concentracion de NO, en hojas
secas de lechuga determinada por el método colorimétrico
de Cataldo y por el potenciométrico. En la determinacion
colorimétrica se emplearon dos blancos: Blanco A (cru-
ces) y Blanco E (circulos vacios). El Blanco A consistio de
agua mas los reactivos, el Blanco E consistio del extracto
de cada muestray los reactivos excepto el acido salicilico.
Lalinea eslalinea1:1.

potenciométrico, y las diferencias entre ambos métodos
tendieron a distribuirse entorno ala linea 1:1 (Figura 1). En
ambos casos, el coeficiente de correlacion (r) entre el mé-
todo potenciométrico y el de Cataldo fue alto (r=0,9526y
0,9527 cuando se usé blanco Ay E en el método de Cataldo
respectivamente) y estadisticamente significativo.

Ademés, cuando se uso blanco A, la diferencia entre los
valores absolutos de las concentraciones de NO, encon-
tradas por ambos métodos tendieron a ser independientes
de la concentracion de NO, (Figura 2a), mientras que la
diferencia relativa tendi6 a decrecer exponencialmente con
elincremento de la concentracion de este anidn (Figura 2b).
Por otra parte, cuando se us6 blanco E, el error absoluto
promedio fue cercano a cero (Figura 2c) y la relacion entre
el error relativo y la concentracion de NO, fue relativamente
constante (Figura 2d). Estos resultados sugieren la existen-
cia de una fuente de error relativamente constante cuando
se usa blancoA, y que adjudicamos al «color del blanco».
Nosotros observamos esta coloracion no sélo en el extrac-
to de hojas secas de lechuga, sino también en el de mues-
tras de acelga, espinacas, ryegrass y avena (datos no pu-
blicados).

Teutsch y Tilson (2004) también usaron una correccion
del «color del blanco» en el andlisis de tejido seco de
Digitaria sanguinalis. Sin embargo, en algunos trabajos en
los que se ha utilizado el método de Cataldo para determinar
la concentracion de NO, en muestras secas de distintos
vegetales, no se hace referencia a la necesidad de hacer
correccion por el «color del blanco» (Inal etal., 1999; Druart
etal., 2000; Fontes etal., 2000; Caputo etal., 2001; Unides
etal., 2001; Beninni et al., 2002). De todas formas, tra-
bajos como el de Foyer et al. (1998), que utilizaron ex-
tractos de tejido fresco, realizaron correccion por el «co-
lor del blanco».

El hecho de que se hayan comparado variaciones del
método Cataldo con el potenciométrico, no implica que con-
sideremos que el potenciométrico sea el de referencia. La
conclusién que surge de esta comparacion es que la dife-
rencia observada entre ambos métodos se debid al color
del extracto. Las diferencias remanentes entre los métodos
potenciométrico y de Cataldo con blanco E fueron menores
y desde el punto de vista practico no relevantes.

En un andlisis posterior, se compard en otro grupo de
muestras de tejido seco de lechuga la relacion entre las
concentraciones de NO, medidas con el método modifica-
do de Cataldo (utilizando blanco E) y con el agregado de
carbdn activado (1,4 g cada 30 ml de extracto). Esta canti-
dad fue la que asegurd, luego de sucesivas pruebas, la
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Figura 2. Diferencias absolutas y relativas de concentracion de NO, en hojas de lechuga obtenidas con los métodos
potenciométrico y colorimétrico. EI método potenciométrico se compard con el método colorimétrico de Cataldo con blanco
BlancoA(ay b)y con Blanco E (cy d). Las diferencias entre ambos métodos se relacionaron con la concentracion de NO,
determinada con el método potenciométrico. La diferencia absoluta se obtuvo como la resta entre cada valor obtenido por el
método colorimétrico y el potenciométrico, y la relativa como la diferencia absoluta dividida por la concentracion obtenida por
el método potenciométrico. En todos los casos, la concentracion de NO, fue determinada en muestras de tejido seco.

eliminacion total del color del extracto, ya que cantidades
menores no lograron eliminar el color del extracto luego del
filtrado. Los resultados obtenidos por ambos métodos fue-
ron similares ala Linea 1:1 (Figura 3), ya que el intercepto
de laregresion lineal no fue estadisticamente distinto de cero
y lapendiente de la regresion lineal no fue estadisticamente
distinta de uno (Cuadro 1). Da Silva et al. (2001) también
utilizaron carbon activado para eliminar el color del extracto
de muestras secas de lechuga, pero no compararon este
procedimiento con otras técnicas capaces de eliminar esta
interferencia.
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Figura 3. Relacion entre la concentracion de NO, en hojas
secas de lechuga determinada por el método colorimétrico
de Cataldo. Los valores en el eje x corresponden a las
determinaciones de NO, de cada muestra, que se corrigie-
ron por el respectivo valor de analisis del «color del blan-
co»; en el eje y se elimind el «color del blanco» de cada
muestra previamente a cada medicion mediante el agrega-
do de C activado. Lalinea sdlida es lalinea 1:1.
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Cuadro 1. Resultados del anlisis de regresion entre las concentraciones de NO, determinadas con el método colorimétrico
de Cataldo usando dos procedimientos de eliminacion del «color del blancos». Los procedimientos consistieron en usar el
Blanco E (X) y en agregar carbdn activado con posterior filtracion del extracto (Y). El Blanco E consistio del extracto de cada
muestra y los reactivos excepto el acido salicilico. En ambos casos la concentracion de NO, fue determinada en muestras

de tejido seco.

Pardmetro Valor del parametro Valor de probabilidad Valor de probabilidad
HO: pardmetro =0 HO: pardmetro =1
a -617,333 0,211 NC*
b 1,081 1,78E-16 0,163 (0,529%)
r 0,968 NC NC

NC, no corresponde.

1 el valor entre paréntesis corresponde al valor de probabilidad HO: pardmetro =1, para y=bx.

Conclusiones

En relacion al método potenciométrico, el método de
Cataldo et al. (1975) sobrestimd significativamente en 30%
la concentracion de NO, en extractos de hojas secas de
lechuga, debido a la interferencia producida por el color del
extracto. Cuando se elimind la interferencia usando un blan-
co E para cada muestra, la diferencia en la concentracion
de NO, determinada por ambos métodos no fue estadisti-
camente significativa.

Eluso del carbon activado fue tan eficiente como el blan-
co E para eliminar la interferencia debida al color del extrac-
to. Sin embargo, se recomienda usar el carbdn activado,
ya que no requiere utilizar un blanco diferente para cada
muestra. La cantidad a agregar de carbon activado puede
variar con la reactividad del producto asi como también con
laintensidad del color del extracto. Se recomienda agregar
la cantidad suficiente para que el color del extracto no vuelva
a desarrollarse una vez filtrado.
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