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Rezumat. In articol sunt analizate diferite metode de determinare a nitratilor si nitritilor. Printre
metodele cunoscute in special au fost analizate metodele spectrofotometrice — metoda lui Griess, metoda
bazata pe reactia de nitrozare, metoda chemioluminiscente, metoda electrochimica, metoda cromatograficad,
metoda electroforezei capilare, metoda spectrofluorimetricd. Se propun principiile de detectare si parametrii
analitici, cum ar fi matricea, limitele de detectie, intervalul de detectie pentru fiecare metoda, evaludind
avantajele si  dezavantajele  tehnicilor mentionate. Se accentueazd atractivitatea metodelor
sensibilitatii ridicate, selectivitatii, limitei mici de detectare §i costurilor reduse.

Cuvinte cheie: limita de detectie, metode spectrofotometrice si electrochimice, nitrati, nitrii.

Abstract. The article analyzes different methods for determining nitrates and nitrites. Among the
known methods in particular were analyzed the spectrophotometric methods - Griess's method, the method
based on the nitrosation reaction, the chemiluminescent method, the electrochemical method, the
chromatographic method, the capillary electrophoresis method, the spectrofluorimetric method. The
detection principles and analytical parameters, such as the matrix, the limit of detection, the detection range
of each method, were proposed, evaluating the advantages and disadvantages of the mentioned techniques.
The attractiveness of spectrofluorimetric methods was accentuated compared to the rest of the proposed
methods due to their facility, availability, high sensitivity, selectivity, low detection limit, and low costs.

Keywords: nitrates, nitrites, spectrophotometric and electrochemical methods, the limit of detection.

The attractiveness of spectrofluorimetric methods was accentuated compared to the rest of the

proposed methods due to their facility, availability, high sensitivity, selectivity, low detection limit and low
costs.
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Introducere

Nitratii si nitritii sunt prezenti In mediu si In produse alimentare. Aceste saruri sunt utilizate drept
aditivi in alimente deja o perioadda mare de timp. Functia lor principald constd in suprimarea propagarii
microorganismelor cu intoxicatii alimentare, in special Clostridium botulinum [51]. De asemenea, pot
imbunatati culorile si aromele produselor din carne. Odatd cu dezvoltarea agriculturii, utilizarea
necorespunzatoare a ingrasamintelor minerale duce la o acumulare excesiva de nitriti si nitrati in legume si
fructe. Din acest motiv, nitritii si nitratii trebuie folositi cu precautie - nitritul poate interfera cu sistemul de
transport al oxigenului in organism, §i ca urmare modifica conversia ireversibila a hemoglobinei in
methemoglobind in fluxul sanguin [31, 8]. Acest pericol este deosebit de grav pentru gravide si sugari [19,
28]. Nitritul poate reactiona, de asemenea, cu amine secundare si amide In stomac cu formarea N-
nitrosaminelor cancerigene [50, 21]. Nitratul este, de asemenea, recunoscut ca periculos, deoarece poate fi
usor redus la nitrit in-vivo. Datorita acestor efecte toxice, multe tari au pus restrictii severe asupra cantitatii
de utilizare a acestora Tn produsele alimentare procesate.

Metode de detectare

Cantitatea excesiva de nitriti si nitrati din alimente i apa potabild conduce la o preocupare majora
pentru siguranta alimentelor, cea ce impune necesitatea unor metode rapide si precise pentru determinarea
nitritilor si nitratilor. In ultima perioada au fost raportate diferite metode de detectare si determinare a
nitratilor si nitritilor, inclusiv metoda spectrofotometrica [7, 39, 42, 12], chemiluminescenta [60, 61, 16, 53],
electrochimica [8, 29], cromatografica [4, 22, 17], electroforeza capilara [54, 38, 58], metode
spectrofluorimetrice [17, 34, 61] si metode electrochemiluminescente [36].

1. Metode spectrofotometrice

Metodele spectrofotometrice sunt cele mai utilizate metode de determinare a nitritilor si nitratilor
datorita simplitatii si pretului scdzut. Aceste metode se bazeaza pe reactia de diazotare sau de nitrozare a
nitritului cu unii reagenti, absorbanta fluxului luminos a produsului obtinut dupa reactie fiind proportionala
cu concentratia nitritului. Metodele spectrofotometrice utilizate pentru determinarea nitritilor si nitratilor pot
fi clasificate in reactia Griess [2], metoda spectrofotometricdi bazatd pe nitrozare [2] si metode
spectrofotometrice catalitice [45, 4].

1.1. Metoda Griess

Cea mai frecvent utilizatd metoda spectrofotometrica de determinare a nitritilor este metoda cu
utilizarea reactiei Griess care implicd un proces de diazo-cuplare. Principiul acestei metode consta in reactia
nitritul cu acidul sulfanilic cu formarea cationului de diazoniu care ulterior se cupleaza cu 1-naftilamina
(amina aromatica) si formarea unui colorant azo-solubil in apa (Amax = 540 nm), colorat in rosu-violet.

NO_';- + 2HY + 2¢ — NOz- + 1120

NOy +RONH2 +2H" —— = R—@—Nf + 2H,0

Figura 1. Reactiile ce stau la baza metodei Griess
Cu toate plusurile metodei, ea poseda o sensibilitate slaba si posedd numeroase interferente cu alti
ioni, precum Cu?*, Fe¥, S si I [52]. Deasemenea, pigmentii si antioxidantii precum acidul ascorbic, tiolii
sulfhidrilici din probele alimentare pot afecta serios precizia aceastei metode [6].

1.2. Metoda spectrofotometrica bazata pe reactia de nitrozare

Esenta reactiei consta in interactiunea nitritului cu acidul barbituric in mediu acid cu formarea
acidului violuric (un nitrosoderivat). Pe baza acesteia a fost dezvoltatd o metoda spectrofotometrica de
determinare a nitritului in apa [2]. Maximul de absorbtie a fost depistat la 310 nm.

Burakham si colab. [38] a propus o noud metoda spectrofotometricd de determinare a nitritului,
precum si a nitratului in probele de apa, bazate pe reactia de nitrosare intre ionul de nitrit si cloroglucinol

147



Q?!ovatia

!H?actor al dezvoltarii social-economice

(1,3,5-trihidroxibenzen). Eroarea metodei reprezintd 1,5%, insd prezenfa ionilor Fe®* semnificativ
influenteaza asupra procesului de determinare cantitativa.

1.3.  Metode spectrofotometrice catalitice

Aceste metode se bazeazd pe efectul catalitic al nitritului asupra oxidarii unor compusi care ca
urmare formeaza compusilor colorati. Ca exemplu putem propune: derivati substituiti ai fenotiazinei
(fenotiazinei [45]; clorpromazinei [55]); coloranti alcalini ai triarilmetanului (cristal violet [4]); coloranti
acizi ai triarilmetanului (pirogalol sulfonftaleina [10]; rosu de pirogalol [27]); coloranti azoici (tropaolin 00
[43]; rosu de metil [16]; sulfonazo IIT [48]); albastru de cresil [11]).

Drept agenti de oxidare in metodele spectrofotometrice catalitice se folosesc bromatul de potasiu,
clorat de potasiu, permanganatul de potasiu, peroxidul de hidrogen, dintre care cel mai frecvent utilizat este
bromatul de potasiu. Metodele date se aplica pe scara larga pentru determinarea nitritilor in alimente, apa si
probe biologice.

Cu toate acestea, multe dintre aceste metode consuma mult timp si sunt vulnerabile la interferentele
cauzate de ioni precum Fe?*, Fe**, Ag*, SOs*, Br si I” [44]. Metodele spectrofotometrice catalitice utilizate
pentru determinarea nitritilor necesitd un control strict a conditiilor de decurgere a reactiei, cum ar fi
aciditatea, temperatura si dozarea reactivului.

2. Metode chemioluminiscente

Chemiluminiscenta este o tehnicd analitica, care prezintd numeroase avantaje cum ar fi simplitate,
cost redus, siguranta si rata de emisie controlabild. Datorita acestor avantaje, metodele date se aplica pe larg
la determinarea nitritilor [46, 26, 40, 34].

2.1. Chemiolumuniscenta in faza gazoasa
Nitritii si nitratii se detecteaza prin reducerea anterioard pana la oxid de azot si, ulterior, reactioneaza
cu ozonul [13]:
NO + O3 — NO2* + O,
NO2* — NO; + lumina

Intensitatea CL rezultata din reactia de mai sus este proportionald cu concentratia de nitrit/nitrat.

In combinatie cu sistemul de injectie cu flux, metodele CL devin mai eficiente, precum separarea
mai eficientd si limite de detectie scazute [60]. Dezavantajul semnificativ al metodelor CL in faza gazoasa
constd in cerinta ridicata la temperatura de ardere (600 °C). Prezenta urmelor de oxigen in sistem vor duce la
oxidarea NO pana la NO, astfel micgorand intensitatea chemioluminiscentei. La temperaturi ridicate (600
°C), NO; poate fi reconvertit in NO, compensand astfel valoarea interferentei cauzate de oxigen. In plus, in
aceastd metoda, este necesara utilizarea unui gaz inert pentru indepartarea oxidul de azot din apa din faza
apoasa.

2.2. Luminol chemioluminiscenta

In afari de chimioluminiscenta in fazi gazoasi, existd multe alte metode CL bazate pe utilizarea
unor reagenti, precum ar fi luminolul (5-amino-2,3-dihidroftalazin-1,4-diond), lucigenina, tris(2,2-
bipiridil)ruteniu(Il) si derivatii peroxioxalatului. Cea mai utilizatd reactie chemioluminiscentd directa este
oxidarea luminolului in mediu alcalin. Se formeazda anionul 3-aminoftalat excitat, care oferd o emisie
puternica cu maxim la 425 nm [56]. Pentru determinarea nitritilor de regula se folosesc in calitate de oxidanti
permanganatul de potasiu, hexacianoferatul (111) de potasiu sau peroxidul de hidrogen.

D. He si colab. [18] au propus o modalitate de analizd de injectie microflow pentru determinarea
nitritului in legume si fructe. Nitritul se detecteaza prin reactia CL a luminolului cu ferricianura care se
obtine prin reactia ferocianurii si a nitritul in mediu acid. Domeniul liniar al concentratiei de nitriti a fost 8 -
100pg/1 si limita de detectie - 4pg/l.

Metoda poseda unele dezavantaje, precum instabilitatea si reproductibilitatea rezultatelor obtinute,
numarul reactivilor care pot fi folositi pentru determinarea nitritilor este limitat.

3.  Metoda electrochimica
Metodele electrochimice, in comparatie cu alte metode, oferd o serie de optiuni atractive, precum
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costuri reduse si portabilitatea dispozitivelor utilizate. Nitritii sunt electroactivi pe electrozii de platina, aur,
cupru, diamant, carbon sticlos si oxizii de metalelor de tranzitie [9, 41]. Cu toate acestea, aplicarea
electrozilor simpli este limitata, deoarece suprafata lor usor poate fi dezactivatid de prezenta altor compusi,
micsorand astfel precizia si sensibilitatea. Din acest motiv pentru determinarea nitritilor se aplica electrozi
modificati ce se caracterizeaza prin inertitate, sensibilitate si selectivitate ridicata. Electrozii modificati se
obtin din nanoparticulele si nanoclasterele metalelor si oxizizilor metalelor, nanotuburilede carbon, citosan,
pelicule electropolimerizate organice si anorganice.

Nanoparticule metalice (aurul, platina, paladiu, cupru, nichel, argint) datoritd suprafetei lor
voluminoase oferd o eficienta catalitica mai mare Tn comparatie cu alte materiale, ceea ce conduce la o creste
a activititii electrochimice. In general, electrozii modificati cu nanoparticule metalice prezinti performante
bune, cum ar fi cataliza, imbunatatirea transportului de masa, suprafata eficienta ridicata [59].

Este necesar de mentionat si unele dezavantaje ale acestei metode. De exemplu, limitele de detectare
a metodei date necesitd a fi imbunatatite, apar unele interferente cu alti compusi in cazul sistemelor
complexe.

4. Metoda cromatografica

Analiza directa a nitritilor poate fi realizata prin majoritatea tehnicilor HPLC si cromatografiei ionice
[12, 32, 20], 1nsa cromatografia de gaze necesitd modificarea chimica a compusului analizat [25]. Cele mai
evidente dezavantajele ale metodelor cromatografice se refera la costul ridicat si complexitatea
determindrilor, prezenta personalului calificat.

Utilizarea HPLC este atractiva, deoarece metoda este mult mai rapidd, sensibild si selectivd in
comparatie cu metodele spectrofotometrice si electrochimice. Cantitatea de nitriti si nitrati poate fi
determinata direct prin detectarea absorbtiei UV la 210-220 nm sau determinand conductivitate acestora. Cu
toate acestea, majoritatea metodelor de analiza a nitritilor si nitratilor necesitd o procedura de derivatizare, in
care compusii determinati sunt transformati in produse ce absorb lumina la o lungime de unda specifica sau
se caracterizeaza prin fluorescenta [12, 32].

Metoda implicd utilizarea reactiei Griess, in prealabil prin HPLC separand nitratii de nitriti, nitratii
apoi fiind redusi pana la nitriti pe o coloana Cu/Cd.

Detectorul UV/VIS este cel mai larg raspandit si cel mai eftin detector utilizat in analiza HPLC
datoritd simplitatii sale. Cu toate acestea, detectoarele de absorbtie UV si VIS pot interfera cu clorurile
prezente in probele biologice. Din acest motiv sunt necesare proceduri de purificare ale probelor analizate.
Detectarea electrochimica este mai sensibild decat cea UV/VIS, dar de asemenea este susceptibild la
interferenta clorurii.

Detectarea chemiluminiscenta si fluorescentd poseda o sensibilitate mai Tnaltd si nu este afectata de
prezenta de clorurilor, Tnsa nu poate fi aplicatd la o analiza simultana a nitritului si nitratului. Detectarea
chimiiluminiscentei suferd de obicei dezavantajul complexititii in reactiile post-coloand. De exemplu,
Kodamatani si colab. [29] au dezvoltat o metodd de determinare a nitritilor si nitratilor in probele de apa
bazatd pe schimbul ionic, reactia fotochimica si detectarea chimioluminiscenta a luminolului.

Nici nitritul si nici nitratul nu poseda in sine fluorescenta. De acea, acestia trebuie derivati cu pentru
obtinerea unor compusi stabili si fluorescenti. Metoda fluorometrica HPLC, ce implica derivatizarea pre-
coloand a nitritului cu 2,3-diaminonafalena, ofera o sensibilitate si specificitate mai mare decat alte metode
cu absorbtie UV/VIS, electrochimice si detectie de chemiluminiscentd [18]. Cu toate aceStea, metodele
fluorometrice combinate cu HPLC necesita o procedurd complicatd de pregatire a probelor pentru eliminarea
componentele nedorite.

5. Metoda electroforezei capilare

Electroforeza capilara este o tehnicd care poate fi utilizatd pentru analiza compusilor cationici,
anionici si neutri. Posedd un sir de avantaje fatd de alte tehnici analitice, cum ar fi eficienta inaltd de
separare, timp redus necesar pentru analizd, volume mici de substanta analizatd, analiza simultand a unei
mari varietdti de anioni. Determinarea nitritului in diferite probe se realizeaza prin izotacoforeza capilara
[23] si electroforeza zonei capilare aplicand detectarea UV directa [15].

Desi cele mai utilizate principii de detectare in analiza EC a nitritilor sunt absorbtia UV si VIS, au
fost, de asemenea, raportate metoda fluorometrica si electrochimicé pentru analiza nitritilor. Wang et al. [57]
a propus o metoda fluorometrica EC pentru determinarea nitritului in plasma umana prin derivatizare cu 2,3-
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diaminonafalena. Nitritul in plasma umana a reactionat usor cu compusul dat in mediu acid cu formarea a
2,3-naftotriazolului fluorescent. In plus, metoda fluorometrici combinati cu electroforeza capilara ofera
unele avantaje precum, simplitatea si un cost mai mic in comparatie cu metodele HPLC fluorometrice
actuale.

In timp ce electroforeza capilard poate fi aplicat direct la o serie de probe, existd insi unele
deficiente. Principalul dezavantaj al coloanelor capilare constd in capacitatea lor restransa. Datorita
diametrului mic si a traseului optic scurt al capilarului, sensibilitatea detectorului UV este scazuta. Unele
materiale proteice sunt absorbite cu usurinta pe peretele capilarului, ceea ce duce la interferarea cu semnalul
analitic sau deteriorarea echipamentului.

6. Metoda spectrofluorimetrici
selectivitatii ridicate, limitelor de detectie excelente. Metodele spectrofluorimetrice se bazeazd pe
modificarea intensitatii fluorescentei la interactiunea probelor fluorescente cu nitritul.

6.1. Metoda spectrofluorimetrica bazata pe reactia de nitrozare

O serie de compiusi fluorescenti, cum ar fi resorcinolul [58] si 4-hidroxicumarina [59] pot reactiona
cu nitritul Tn mediu acid cu formarea nitrosoderivatilor. Unii reactivi care contin amina secundard sau
grupare amida pot fi de asemenea folositi pentru determinarea nitritilor, deoarece dupa reactie cu nitritul se
formeaza N-nitrosoderivati. De exemplu, Biswas si colab. [60] au propus o metoda spectrofluorimetrica
pentru analiza nitritului bazatd pe actiunea de micsorare a fluorescentei in urma actiunii nitritului asupra
murexidului. Cu toate acestea, in aceastd metoda, ionul de clorurd interfereaza cu nitritul si ca urmare trebuie
indepartat prin precipitare.

6.2. Metoda fluorimetrica bazata pe diazotizare

Sunt cunoscute metode spectrofluorimetrice pentru determinarea nitritilor pe baza diazotizarii
aminelor aromatice cu nitrit in mediu acid cu formarea sarii de diazoniu. Ulterioara modificare a intensitatii
fluorescentei se foloseste pentru analiza cantitativa a nitritilor. Axelrod si colab. [1] au propus o metoda de
determinare a nitritului pe baza cresterii intensitatii fluorescentei rezultatd de interactinea a 5-
aminofluoresceinei cu nitritul. De asemenea pentru determinarea nitritului a fost propusd utilizarea
compusilor aromatici cum ar fi safranina O [22], rosu neutru [33] si acid folic [37].

6.3. Metoda electrochemioluminiscenta

ridicate si utilajului simplificat. In 2008, Ju et al. [36] au propus o metodi de detectare a
electrochemiluminescentei a nitritilor bazatd pe efectul de micsorare a emisiilor anodice ale cuantodoturi
CdSe. In 2013, Li si colab. [32] au propus o metodd rapidi pentru detectarea electrochemiluminisceni a
nitritilor bazata pe efectul de atenuare a emisiilor ECL anodice de citre Qd-uri CdSe. Metoda propusa
permite determinarea continutului nitritului cuprins intre 1 pM si 0,5 mM cu o limita de detectare 0,2 uM, iar
abaterea standard relativa pentru nitrit de 10 uM este de 1,72%.

Concluzii

S-au analizat diferite metode de determinare a nitritilor si nitratilor. Constatdm, ca metoda cu aplicarea
reactiei Griess continud sa detind o pozitie dominanta datorita costului redus si a fezabilitatii usoare. Cu toate
acestea, aceastd metoda este necesitd mult timp si posedd o sensibilitate joasd si de interferente din partea
altor ioni. Stabilitatea si reproductibilitatea metodei chemiluminiscente s-a constatat de a fi joasa. Metodele

procedurile de preparare si derivatizare a probelor si echipamentele specializate fac ca aceste metode sa fie
mai mult mai costisitoare decat metoda spectroscopicd si  electrochimicd. Metodele
electrochemiluminescente propuse pentru determinarea nitritilor la moment nu sunt perfectionate suficient.
In comparatie cu alte metode metodele spectrofluorimetrice se evidentiaza datorita simplitatii, comoditatii,
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