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DETERMINACION DE NITRATO

Introduccidn

Desde la publicacidén de la primera edicidn de este manual, varios proce-
dimientos nuevos han sido propuestos para la determinacidn de nitrato en
agua de mar. El método basado en el trabajo de Mullin y Riley (Anal.
Chim. Acta, 12:464, 1955) previamente descritos en la primera edicidn,
ha probado ser moderadamente satisfactorio, pero son serias desventajas
el periodo de reduccibén prolongado y la sensibilidad al movimiento.
Pensamos ahora que lo ultimo se debe a la presencia de aire encima de la
solucidn, durante la reduccidén, y puede minimizarse efectuando ésta en
una botella chica cerrada de 60ml de capacidad, en lugar de los matraces
Erlenmeyer de 125ml recomendados.

El método de Chow y Johnson (Anal. Chim. Acta, 27:441, 1962), basado
en una reduccidén de polvo de zinc, tiene la desventaja de que implica una
solucién agitada magnéticamente en bafio de hielo seguido de un filtrado.
Esto no es ni barato ni conveniente cuando se trabaja con muchas muestras
en el mar. El procedimiento rapido y elegante descrito por Armstrong
(Anal. Chem., 35:1292, 1963) carece de sensibilidad, puede ser problema-
tico en aguas de alto contenido de "acidé himico" e implica concentracio
nes no deseadas de acido sulfirico. Sin embargo, este método es ideal
para determinaciones en soluciones de cultivos que contienen altas concen

traciones de nitrato, especialmente cuando s6lo se dispone de pequefios
volimenes de solucidn.

El siguiente procedimiento esta basado en el método de Morris y
Riley (Anal. Chim. Acta, 29:272, 1963) con algunas modificaciones. A
sugerencia de Grasshoff (Kiel. Meeresforsch, 20:5, 1964), usamos cloruro
de amonio. La columna de cadmio-mercurio ha sido reemplazada por otra de
cadmio-cobre, basado en el trabajo de Wood, Armstrong y Richards (J.
Marine Biol. Assoc. U. K., 47:25, 1967), aunque hemos tenido problemas
con el uso de EDTA sugerido por estos investigadores y hemos tomado al
cloruro de amonio como un activador. La reduccidén de nitrato a nitrito
es casi completa y el método descrito enseguida es probablemente tan

sensible como practicable por un procedimiento de rutina espectrofotomé-
trico. ;
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A. CAPACIDADES

Rango: 0.05 - 45 pg/litro
Y PRECISION EN EL NIVEL DE 20 pG- AT/LITRO
y2El valor correcto se encuentra en el rango:
o Promedio de n determinaciones + O. SO/n]l/2 pg—at/lltro
(usando celdas de lcm).
2+ s PRECISLON: EN. .BEl: NEVEL-DE I yG—AT/LITRO
El valor correcto se encuentra en el rango:
Promedio de n determinaciones + 0.05/n1/2 pg—at/litro
(usando celdas de 10cm).

3. LIMITE DE DETECCION

La mas pequefla cantidad de nitrdgeno-nitrato que puede detectarse
con certeza es cerca de 0.05 jpg-at/litro, usando celdas de 10cm.

B. BOSQUEJO DEL METODO

El nitrato en el agua de mar se reduce casi cuantitativamente a
nitrito, pasando una muestra a través de la columna que contiene limadu-
ras de cadmio (no apretadas) cubiertas con cobre metalico. El nitrito
asi producido se determina por diazonizacién con sulfanilamida en unidn
con N-1-Naftiletileno diamina, produciendo un tinte altamente coloreado
debido a un compuesto azoico, la extincién del cual se mide. Puede
hacerse una correcciodn para cualquier cantidad de nitrito inicialmente
presente en la muestra.

"aff; i

C. " APARATO Y EQUIPO" ESPECTALES

Las columnas reductoras se preparan convenientemente uniendo por
sus extremos tres piezas de tubo de vidrio, a saber: un tubo de 10cm de
largo con 5cm de diametro interno, con 30cm de tubo de vidrio de 10mm de
diametro interno, que es el que contiene las limaduras del metal (véase
Sec. E mas adelante), el cual a su vez se une a otro tubo de vidrio de
35cm con un diametro interno de 2mm. Este Ultimo tubo se dobla justamen
te debajo de dicha unién, dandole forma de U, de manera que quede hacia
arriba paralelamente al tubo de 10mm de diametro y entonces se dobla
nuevamente en el otro extremo para formar un sifén U invertido. Este
ultimo doblez debe quedar justamente a nivel con la parte superior del
tubo de 10mm de diametro, cuando el ensamble se mantiene hacia arriba
para formar la columna.



Con este arreglo, el liquido colocado en el tubo superior que sirve
de depésito debe fluir fuera del sistema, y detenerse cuando el nivel del
liquido es tal que cubra las limaduras de metal (véase mas adelante).
Colocar las columnas reductoras dentro de cilindros grandes de vidrio o
plidstico, para su proteccién, y fijar por el exterior de éste un cilindro
pequeiio de vidrio, adaptado a otro tubo por uno de sus extremos con una
manguera de hule cerrada con pinzas de presién. Dicho cilindro debe
retener un volumen de 75ml y colocarse debajo de las salidas de las colug
nas reductoras, de manera que colecte los efluentes.

Marquese este cilindro a 40 y 50ml.
Probetas graduadas de 50ml.
Matraces Erlenmeyer de 125ml. Deben estar limpios, libres de grasa,

de manera que retengan la minima cantidad de agua cuando se escurran para
secar.

D. PROCEDIMIENTO DE MUESTREO Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Las muestras (100ml + 2ml) deben medirse con una probeta graduada de
100ml y colocarse en un matraz Erlenmeyer de 125ml. Las muestras seran
estables durante varias horas si se mantienen frias en la obscuridad,
pero el analisis no debe demorarse mis de doce horas. Si son inevitables
mayores demoras, las muestras deben congelarse a -20°C en un congelador
donde no ocurriran cambios detectables durante muchas semanas. A menos’
que el nimero de muestras sea grande, es recomendable almacenar a bordo ™

las muestras de esta manera, y enviarlas después al laboratorio en tierra
para analisis.

E. REACTIVOS ESPECIALES

1. Solucién concentrada de cloruro de amonio

Disolver 125g de cloruro de amonio calidad reactivo analitico, en
500ml de agua destilada, y almacenar en una botella de vidrio o de
plastico.

2. Solucién diluida de cloruro de amonio

Diluir 50ml de solucidn concentrada de cloruro de amonio a 2,000ml,
con agua destilada. Almacénese la solucidén en una botella de vidrio o
de plastico.

3. Limaduras de cadmio-cobre

-

Derretir el cadmio (una pureza de 99.9% es satisfactoria) en un tubo



de ensaye Pyrex, de 18 x 150mm, enterrado en arena seca, y déjese que el
metal se solidifique. Con una escofina burda para madera, limar la
cantidad requerida de metal y colectar la fraccidén, que pase un tamiz

con malla de 2mm pero que se retenga en otro tamiz con malla de O.5mm.
Revolver unos 100g de limaduras a la vez, suficientes para dos columnas,
con 500ml de una solucidn al 2% p/v de sulfato de cobre pentahidratado,
Cu504.5H20, hasta que la solucidén haya dejado toda la coloracidén azul y
particulas semicoloidales de cobre empiecen a penetrar el liquido super
natante. Enrollar laminillas de cobre muy finas con los dedos y el
pulgar para hacer un pequeifio tapén y meterlo en el fondo de una columna
reductora (es menos satisfactorio el pelo de angel -glass wool-, y debe
usarse solamente si no es posible obtener laminillas de cobre muy finas).
Llénese la columna con solucién diluida de cloruro de amonio, o bien el
licor supernatante de la preparacidén anterior de limaduras de cadmio-
cobre, y vacie después suficiente mezcla de cadmio-cobre para producir
una columna de unos 30cm de longitud. Afiadir las limaduras poco a poco

y a la vez, golpeando suavemente la columna después de cada adicién para
asegurarse de que las limaduras se acomoden bien. Lavar completamente

la columna con solucidén diluida de cloruro de amonio. El rango del

flujo debe ser tal que 100ml de solucidén se lleven entre ocho y doce
minutos para fluir completamente a través de la columna. Si el tiempo
del flujo es menor de ocho minutos, hacer que sea mas lento restringiendo
sla salida del sifén o bien empacando mas cobre o pelo de angel -glass
wool- en la base de la columna. Si el tiempo de flujo excede a doce
#hinutos, aflojar el empaque de la base de la columna. Finalmente,
agregar un pedqueno tapén de "fibra" de cobre en la parte superior de la
columna para prevenir que las limaduras de cadmio vayan a dar al depésito
superior cuando se agreguen las soluciones a la columna. Mientras no se
usen las columnas, deben dejarse con las limaduras de metal codpletamente
cubiertas por la solucién diluida de cloruro de amonio. Cuando se sos-
peche de la eficiencia en la reduccién (véase la seccidédn F, mis adelante),
deben vaciarse las columnas a un vaso de precipitados y deben lavarse las
limaduras de cuatro columnas agitando vigorosamente con 300ml de soluciédn
al 5% v/v de acido clorhidrico, decantando después el acido y repitiendo
el procedimiento una vez mas. Finalmente, lavar el metal con porciones
de 200-300ml de agua destilada hasta que el lavado no sea mas acido

(pH >5), y decantar el liquido entonces para dejar el metal tan seco
como sea posible. Tratese nuevamente el metal con la solucion de sulfato
de cobre, conforme se describid anteriormente. La mezcla regenerada de
cadmio-cobre debe ser suficiente para tres columnas.

4. Solucidn de sulfanilamida

Disolver 5g de sulfanilamida en una mezcla de 50ml de acido clorhi-

drico concentrado (1.18gr esp.) y unos 300ml de agua destilada. Diluir



a 500ml con agua. La solucidén es estable por muchos meses.

5. Solucién de N-1-Naftiletileno Diamina Diclorhidrato

Disolver 0.50g del diclorhidrato en 500ml de agua destilada. Alma-
cenar la solucidén en una botella obscura. La solucién debe renovarse
una vez al mes, o bien directamente, cuando se desarrolla una fuerte
coloracién café.

F. ANALISIS EXPERIMENTAL

Procedimiento

1. Anadir 2.0ml de cloruro de amonio concentrado a la muestra en el
matraz Erlenmeyer (Nota a). Mezclar la soluciédn y vaciar unos 5ml en la
parte superior de la columna y dejar que pase a través de ella (Nota b).

2. Anadir lo que resta de la muestra a la columna ¥y colocar el
matraz Erlenmeyer ya vacio debajo del recipiente colector (Sec. C, arri-
ba). Cuando han pasado 40ml a través de la columna, drene el necipiente

colector al matraz, enjuiguese éste con dicho efluente, escirrase y pon-
gidse nuevamente debajo del recipiente colector (Nota c).

3. Colectar 50ml adicionales en el recipiente colector y vaciarlos
répidamente al matraz Erlenmeyer (Nota d). La columna no estari comple-
tamente vacia; entonces debe dejarse que se drene sola hasta que cese el
flujo (Nota e).

4. Tan pronto como sea posible después de la reduccion, afiadir
1.0ml de solucidén de sulfanilamida con una pipeta automitica (Nota f).
Dejar que reaccione el reactivo por un periodo mayor a dos minutos pero
que no exceda a ocho minutos (Nota g). Agregar 1.0ml de solucién de
naftiletileno diamina y mezclar inmediatamente. Entre 10 minutos y dos
horas después, medir la extincién de la solucidn en una celda de lcm,
contra agua destilada (Nota h), usando una longitud de onda de 5430 A.

Si la extincién es mayor a 1.25 (ca. 30 ug-at N/litro), medirla en una
celda de 0.5cm, o pipetear 25.0ml de soluciédn en un matraz seco y limpio,
y afiadir 25.0ml de agua destilada. Mezclar y volver a medir la extincidn
y duplicar este valor para usarlo en la férmula siguiente. Si el valor
de la extincidén es menor que 0.1 en una celda de lem, repitase la lectura
usando una celda de 10cm y use el Ultimo valor para propésitos de célculo.
Para extinciones entre 0.1 y 0.2 en una celda de lecm, puede encontrarse
conveniente hacer mediciones en una celda de 5cm. A menos que se sepa
qué muestras adyacentes tienen valores de extincidn dentro del 25% una

de otra, la celda debe enjuagarse con cada nueva solucidn antes de ser
llenada.

]



5. Corregir la extincidén observada (usando celdas de 1, 5 o 10cm,
como corresponda) con la de un blanco obtenido como se describe en la
Seccidn G. Calcular el nitrato presente de la expresiodn:

Pguat N/litro = (extincién corregida x F) - 0.95 C

donde C es la concentracidn de nitrito presente en la muestra en ug-at
N/litro. (Nota i y Nota j).

N QSR S

(a) E1 uso continuo de las columnas provoca que éstas se desactiven;
probablemente se deba al revestimiento de las particulas de metal por
hidréxido o carbonato. La ligera acidificacidén de la muestra por la
adicidén del cloruro de amonio, reduce grandemente el proceso de desacti-
vacién y una columna bien hecha debe ser capaz de reducir por lo menos
100 muestras. El volumen de las muestras no es critico sino hasta por
arriba de 5ml.

(b) Esta pequefia adicién preliminar asegura que el liquido de la
parte superior de la columna tenga la composicidn de la muestra, es decir,
que no se registra error cuando se afiade el volumen de la muestra y algo
del liquido intersticial, que estd en la parte superior de la columna, se
"mezcla con ella. De otra manera, si una muestra siguiera digamos a un
testigo, pudieran ocurrir entonces algunas diluciones. Esta precaucion
es necesario tomarla solamente para trabajos de alta precisién, cuando
la concentracién de nitrato en muestras consecutivas varia grandemente.

(c¢) Se ha encontrado que es necesario el paso de los 40ml para vaciar
la columna completamente de la muestra anterior, aunque esta precauciodn
(Nota b) es sdélo importante tomarla cuando las concentraciones varian
grandemente de muestra a muestra. Pueden manejarse convenientemente a
la vez un maximo de 8 - 10 columnas; si estan preparadas apropiadamente,
sus tiempos de drenado deben ser muy similares. El operador debe apren-
der a evaluar las demoras breves, necesarias entre los vaciados de las
muestras de cada columna, a fin de que se cuente con tiempo para desechar
la primera alicuota del efluente.

(d) Este volumen de 50ml no es critico a unos pocos mililitros, y
no es necesario que los matraces estén completamente escurridos de los
lavados de la columna antes de colectarse esta fraccidn. Bajo las condi
ciones anteriores, la reduccibén es cerca de 93% completa y las variacio-
nes de temperatura entre 10° y 35°C no tienen ningin efecto.



(e) No hay necesidad de lavar las columnas entre muestras, pero si
éstas no van a usarse durante una, dos o mas horas, debe vaciarse 50ml de
cloruro de amonio diluido en el recipiente superior, y dejar que pase a

través del sistema. Las columnas deben ser almacenadas completamente
cubiertas por este liquido.

(f) Probablemente las soluciones reducidas de nitrito son estables
durante varias horas, pero para mayor seguridad, especialmente en climas
calidos, su analisis no debe demorarse. El método que se sigue es idén-
tico al del nitrito.

(g) La temperatura no es critica en este paso, puesto que cae en el
rango de 15 - 30°C. La reaccidén de diazonizacidén requiere de dos minutos
para completarse, pero después de diez minutos son significativas y no
deseadas las reacciones irreversibles y de descomposicidn.

(h) Se requieren diez minutos para un completo desarrollo de 1la colo
racién. Entonces, el color es estable por lo menos durante dos horas.

(i) Con buenas columnas, el nitrito queda reducido hasta a una exten
sién de 5%, de manera que se hace una correccién de 0.95 veces la concen-
tracién del nitrito en la muestra (véase determinacidén de nitrito). Cuandc
las columnas se encuentran desactivadas, esta fraccidén se incrementa, se
vuelve erratica y puede exceder al 20%.

(j) Cantidades de sulfuro de hasta 2mg de S3-/litro se dice que no

interfieren con este método, aunque los repetidos andlisis de tal agua
desactivaran las columnas por la produccidén de sulfuro de cadmio.

G. DETERMINACION DEL BLANCO

1. Blancos de celda a celda

Cuando ambas celdas (la de la muestra y la del agua destilada) se
llenan con agua destilada, la extincidén de una contra la otra debe ser de
0.000. Sin embargo, pequefios defectos 6pticos pueden producir un pequefio
valor positivo o negativo. El agua de la celda del agua destilada debe
cambiarse cada dia, puesto que pueden resultar marcadas turbideces aun en
agua destilada, si permanece en la celda durante mucho tiempo.

2. Blancos de los reactivos

El blanco de los reactivos solo es significativo cuando se trabaja
con celdas de lcm; sin embargo, debe checarse ocasionalmente. Asume con-
siderable importancia cuando se usa una celda de 10cm. E1l agua destilada



ordinaria debe ser satisfactoria, pero puede contener una apreciable
cantidad de nitrato, asi que, para su uso en la determinacién de blancos
de los reactivos, cuando se van a determinar pequefias cantidades de nitra
to, dicha agua destilada debe redestilarse de un permanganato poco alcali
no, desechando los primeros pocos milimetros del destilado. Se asume que
tal agua no contiene nitrato.

Efectiese el método exactamente como se describe en la Seccién F,
parrafos 1-4, usando las celdas adecuadas de 1, § o 10cm. Afiadir la so-
lucién concentrada de cloruro de amonio a 100ml de agua redestilada, en
-un matraz Erlenmeyer limpio, y usar una columna a la cual previamente se
le ha asregado 50ml de solucidén diluida de cloruro de amonio en el momen
to de usarla. La extincidén del blanco, corregida por cualquier blanco
de celda a celda, no debe exceder de 0.1 usando una celda de 10cm.

30. Blanco para la turbidez

Si la cantidad de nitrato es suficientemente baja para garantizar el
uso de una celda de 10cm, debe checarse la turbidez y entonces las mues-
tras deben filtrarse antes del analisis, si la extincién de la turbidez
es apreciable.

H. CALIBRACION

Puesto que hay un pequefio efecto debido a la sal en este método, la
calibracidn debe efectuarse usando agua de mar sintética o bien agua de
mar natural con una concentracidén de nitrato menor de 1 ng-at N/litro.
Cuando se hacen analisis para muy pequefias concentraciones de nitrato
(digamos menos de 0.5pg-at N/litro), el factor puede determinarse en agua
de mar con gran florecimiento plancténico, pero las evidencias apuntan
por el momento que esto no es necesario. La relacién'concentracién-extig
cién es estrictamente lineal y, por lo tanto, el factor necesita obtenerse
solamente a un s6lo nivel de concentracidén de nitrato. Como una protec-
cién contra la desactivacién de las columnas, debe ponerse un estindar en
cada columna al iniciarse cada dia de trabajo. Generalmente, no debe
haber una diferencia significativa entre los factores obtenidos para cada
columna, pero puede usarse, si se desea, el promedio acumulativo para cada
una de ellas, con el fin de minimizar los errores que pudieran surgir si
es que presentan pequefias diferencias.

1. Agua de mar sintética

Disolver 310g de cloruro de sodio, NaCl, calidad reactivo analitico,
100g de sulfato de magnesio, MgS04. 7H20, calidad reactivo analitico, y
0.50g de bicarbonato de sodio, NaHCO3.H20 en 10 litros de agua destilada.
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2. Solucidén estindar de nitrato

Disolver 1.02g de nitrato de potasio, KNO3, calidad reactivo anali-
tico, en 1,000ml de agua destilada. La solucidn es estable indefinidamen
te en ausencia de evaporacidn.

Iml = 10.0 pg-at de nitrodgeno.
Diluir 4.00ml de esta solucidn a 2,000ml con agua de mar sintética.

Esta solucién debe almacenarse en una botella obscura y prepararse una
nueva en el momento de usarse.

Concentracién = 20 pg-at N/litro.

3. Procedimiento

Afiadir unos 110ml de dicha solucién estandar diluida a matraces Er-
lenmeyer limpios y secos de 125ml y efectuar la determinacidén exactamente
como se describe en la Seccidn F, parrafos 1-4. Medir la extincidén en
una celda de lcm. Realizar el experimento inicialmente en triplicado para
cada columna y corregir el promedio de las tres extinciones asi obtenido
por la extincidén del blanco.  Deben hacerse subsecuentes pruebas diarias
pero solamente una determinacidén para cada columna.

Calcular el factor F de la expresiodn:

donde E es la extincion promedio de los tres valores para cada columna
corregida por la de un blanco. F debe tener un valor cercano a 25 cuando
se emplea un espectrofotometro.

DETERMINACION DE NITRITO

Introduccién

Hay varios métodos para la determinacién de nitrito en el agua basados en
una reaccién Griess cldsica, donde el acido nitroso se convierte en un
tinte muy coloreado formado por un compuesto azoico. Se ha escogido el
método de Shinn [?nd. Eng. Chem. (Anal. Edition), 13:33, 194{], aplicado
al agua de mar por Bendschneider y Robinson (J. Marine Res., 11:87, 1952)
porque probablemente es la aplicacidén mds sensible y libre de confusién
de la reaccién hasta aqui descrita.
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METODO

" A. CAPACIDADES
Rango: 0.01 - 2.5 pg—atflitro
1. PRECISION EN EL NIVEL DE 1 pg-at/litro.
El valor correcto se encuentra en el rango:
Promedio de n determinaciones + 0.032/n% pg-at/litro.
2. PRECISION EN EL NIVEL DE 0.3 pg-at/litro.

El valor correcto se encuentra en el rango:
Promedio de n determinaciones *+ 0.023/n%‘pg-at/litro.

3. LIMITE DE DETECCION

_ La mas pequefia cantidad de nitrégeno-nitrito que puede detectarse
'~ con certeza es de 0.01 pg—at/litro.

Elimine las dobles determinaciones si los valores de extincioén difie
ren por:

més de 0.03 en el rango de extincidén 0.5 - 1.0,
mas de 0.02 en el rango de extincidon 0.1 - 0.5,

6 mas de 0.005 en el rango de extincidon 0,03 - 0.1.

_ Si los valores dobles de la extincién difieren por menos de los an-
. teriores limites, témese un valor promedio.

"B. BOSQUEJO DEL METODO

Se deja que el nitrito del agua de mar reaccione con sulfanilamida
‘en solucidén acida. El compuesto diazo resultante reacciona con N-1 Nafti
letileno diamina diclorhidrato y forma un tinte muy coloreado, la extin-

" ¢cién del cual se mide usando celdas de 10cm.

C. APARATO Y EQUTPO ESPECIALES

Matraces Erlenmeyer de 125ml. Estos deben enjuagarse con agua desti
lada y dejarse escurrir, para que se sequen; no se requiere ningun trata-
miento especial de lavado.



D. PROCEDIMIENTO DE MUESTREQ Y ALMACENAMIENTO DE 'LAS MUESTRAS

Las probetas de 50ml, asi como los matraces Erlenmeyer de 125ml
usados para esta determinaciodon, deben enjuagarse dos veces con la muestra
e invertirse para que escurran, y sacudirse. Después se mide una muestra
de 50ml dentro de un matraz. Las muestras son estables con luz tenue
durante muchas horas a temperatura del laboratorio, pero el analisis no
debe demorarse mas de 5 a 10 horas. Si esto es inevitable, deben conge-
larse las muestras, pero no se recomienda un almacenamiento prolongado.
Para trabajos de mucha precisién en areas cerca de la costa, separese una
muestra de unos 30ml para medir la turbidez.

E. REACTIVOS ESPECIALES

1. Solucidén de sulfanilamida.
Disolver 5g de sulfanilamida en una mezcla de 50ml de acido clorhi-
drico concentrado (1.18gr esp.) y 300ml de agua destilada. Diluir a

500ml con agua. La solucion es estable durante muchos meses.

2. Solucién de N-1 Naftiletileno Diamina Diclorhidrato

Disolver 0.50g de Diclorhidrato en 500ml de agua destilada. Almacé
nese la solucidn en una botella obscura. La solucidén debe renovarse cada
mes o bien directamente cuando se desarrolle una fuerte coloracidn café.

F. ANALISIS EXPERIMENTAL

Procedimiento

1. Medir las extinciones de la muestra para obtener las correcciones
por turbidez, descritas en la Seccidn G.3.

2. Afadir 1.0ml de solucidon de sulfanilamida, con una pipeta auto-
matica, a cada muestra (50ml dentro de un matraz de 125ml), mezclar, y
dejar que el reactivo reaccione entre dos y ocho minutos (Notas a y b).

3. Agregar 1.0ml de solucidén N-1 NAFTILETILENO DIAMINA y mezclar
inmediatamente. Entre diez minutos y dos horas después, medir la extin-
cién de la solucidn en una celda de 10cm contra agua destilada (Nota c).
Debe usarse una longitud de onda de 5430 A.

Si se usa un absorciodmetro tipo filtro, escdéjase un filtro que tenga
una cresta o maximo de transmisidén tan cercano a 5400 como sea posible.
A menos que se sepa_cuales muestras adyacentes tienen valores de extincidn
dentro del 25% una de otra, la celda debe anjuagarse con cada nueva solu-

cidén antes de llenarse. .



1. Corrijase la extincidn medida restando ambos valores, el de
turbides v ¢l del blanco de los reactivos (Seccidén G). Calculese la con-
centracién nitrbégeno-nitrito en microgramos-atomo de nitrégeno por litro
(pg-at N,//l1itro) de la expresiobn:

pe-at N/litro = extincidén corregida x F
donde F es un factor obtenido como s¢ describe abajo en la Seccidn H.

Los resultados se dan con tres cifras decimales. Numerosos compues-
tos pueden interferir con este método, pero ninguno de ellos estard presen
te en cantidades significativas en el océano, aguas cercanas a la costa o
bien estuarinas, a menos que se encuentre una contaminacidn excesiva por
escurrimiento terrestre.

N Ol A=S

(a) Este método no es afectado apreciablemente por la salinidad ni
por pequeiios cambios en la concentracion y volumen de los reactivos, o
por la temperatura. La temperatura, sin embargo, debe estar dentro del
rango de 15 - 25°C. El volumen.exacto de muestra no es critico, pero
debe estar entre 45 y 55ml.

(b) lLa reaccién de diazonizacidn requiere de dos minutos para comple
tarse, pero son significativas, después de diez minutos, las reacciones
irreversibles no deseadas y de descomposicion.

(c) Se requieren diez minutos para un completo desarrollo de la
die ) . ’_. R W \ S 3 % =
coloracion. El colorr es estable por lo menos durantes dos horas, pero
después de este tiempo se desvanece lentamente. Un maximo de dos horas
es el limite seguro. ¥ no ocurrira ningun error apreciable durante una o
dos horas después =i las soluciones se guardan lejos de la luz directa
del: 50l

G. DETERMINACI1ON DEL BLANCO

1. Blancos de celda a celda

Cuando ambas celdas, la de la muestra y la del agua destilada, se
llenan con agua destilada, la extincién de una contra la otra debe ser
0.000. Debido a pequeiios defectos 6pticos, puede encontrarse un pequefio
valor positivo o negativo.
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Se admite esto cuando los blancos para turbidez se restan (ver mas
adelante el parrafo No. 3) pero dicho valor debe encontrarse al ser de-
terminado el blanco de los reactivos. El agua en la celda del agua des-
tilada debe cambiarse cada dia o cada dos, puesto que puede resultar
cierta turbidez aln en el agua destilada si permanece en la celda mucho
tiempo.

2. Blancos para los reactivos

Efectiese el método exactamente como se describe en la Seccidn o
parrafos 2 y 3, usando agua destilada en lugar de agua de mar. Corregir
la extincidn resultante con el blanco de celda a celda. Dicho valor del
blanco de los reactivos no debe exceder a 0.03. El1 origen de este blanco
es obscuro. Parece proceder principalmente cuando ambos reactivos se
mezclan, y de algin modo cambia de dia a dia. Debe determinarse (promedio
de dobles determinaciones) para cada grupo de muestras.

3. Blancos para la turbidez del agua de mar

En aguas turbias cercanas a la costa, éstas pueden convertirse en
una fraccion muy apreciable de la extincidén total, que raramente excede
a 0.03 en las determinaciones de nitrito. Los blancos para turbidez
deben determinarse en las muestras superficiales y ser de 10m en cada
lance. Después, medir progresivamente a mayores profundidades hasta que
el valor sea apreciablemente constante. Estonces este valor (generalmente
menor a 0.01 por debajo de los 25m en aguas ocednicas) es casi igual al
blanco de celda a celda (Seccidén G.1 arriba) y puede aldn tener un pequefio
valor negativo. Los blancos para turbidez deben medirse en muestras
separadas de agua de mar de 30ml a las cuales se le ha afiadido 1ml de
sulfanilamida.

H. CALIBRACION

1. Solucién estandar de nitrito

Para efectos de calibracidén, es suficiente el nitrito de sodio
anhidro, NaNO, (calidad reactivo analitico). Para mayor seguridad, un
poco de la sal debe ponerse a secar durante una hora a 110°C. Disolver
0.345¢ en 1,000ml de agua destilada. Almacenar la solucidén en una botella
obscura con 1ml de cloroformo como preservativo. La solucidén es estable
por lo menos durante uno a dos meses,

Iml=5 pg-at N
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Diluir 10.0ml de esta solucidn a 1,000ml con agua destilada y usarla el
mismo dia.

Iml=5 x 10—2 pg-at N

Iml=1.0 pg-at N/litro en 50ml de muestra de agua de mar.

2. Procedimiento

Preparar cuatro soluciones estandar, consistentes en 2.00ml de la
solucién diluida de nitrito (medidas con una pipeta graduada de 2.00ml)
llevados a un volumen de 50ml en un matraz volumétrico o en una probeta
graduada de 50ml. Transferir las soluciones a cuatro matraces Erlenmeyer

secos de 125ml y colocar 50ml de agua destilada en dos matraces mas, para
actuar como blancos.

Efectuar la determinacidén de nitrito como se describe en la Seccidn
F, parrafos 2 y 3.

Calcular el factor F de la expresion:

donde Eg es la extincién promedio de los cuatro esténdares y Ep es la
extincién promedio de los dos blancos (22 corregidos por los blancos de
celda a celda).

Nota: E1 factor F no varia con el tiempo ni tampoco sobre un amplio
rango de condiciones experimentales; cuando se emplea un espectrofotdémetro
es cerca de 2.1,

DETERMINACION DE SILICATO.

Introduccién

Todos los métodos para la determinacién de silicato en agua de mar, se
basan en la produccidén del complejo silicomolibdato. Algunos métodos

que confian en la medicidén directa de la absorcién de la luz de esta
substancia amarilla (i.g. Robinson y Thompson, J. Marine Res., 7:49, 1948)
son mucho menos sensibles y satisfactorios que aquellos que llevan primero
una reduccidén del complejo amarillo a un complejo azul mis intensamente
coloreado.
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Una reduccién por cloruro estannoso (Armstrong, J. Marine Biol.
Assoc. U.K., 30:149, 1951) da la técnica mas sensible, pero algunas con-
diciones son criticas especialmente en intervalos de tiempo y hemos pre-
ferido usar una reduccidén por metol, que es menos estricto. El método
aqui descrito es una modificacidén muy leve del dado por Mullin y Riley
(Anal. Chim. Acta, 12:162, 1955).  Un trabajo en la quimica bisica de la
formacién del silicomolibdato fue efectuado por el autor principal del
presente manual (Strickland, J. Am. Chem. Soc., 74:862 et seq. 1952).

Debe recordarse que no todos los compuestos de silice en "solucidn"
reaccionaran para dar el complejo silicomolibdato. El1 Acido silicico se
polimeriza rédpidamente con el pH del agua de mar y solamente polimeros
de cadena abierta de tamafio relativamente corto reaccionaran con el
molibdato a cualquier velocidad apreciable.

Polimeros con pocas, como tres o cuatro unidades, de acido silicico
probablemente "no reaccionan" bajo las condiciones del método aqui descri
to (Chow y Robinson, Anal. Chem., 25:646, 1953; Alexander, J. Am. Chem.
Soc. 75:5655, 1953, y 76:2094, 1954). Para evitar ambigiiedad, por lo
tanto, se usa mejor el término "Silicato reaccionante", siendo entendido
que mientras esta cantidad no sea tan grande como el total del acido
silicico disuelto, probablemente d€ una medida completa de la cantidad
disponible para el crecimiento de las células de los vegetales.

M'E'T O DO
A. CAPACIDADES
Rango: 0.1 - 140 pg—at/litro

1. ¢PRECESTON EN EL NIVEL DE 100 yG—AT/LITRO.

El valor correcto se encuentra en el rango:
Promedio de n determinaciones + 2.5/nL pG-AT/LITRO
(usando celdas de 1cm).

2. PRECISION EN EL NIVEL DE lolpgwat/litro

E1l valor correcto se encuentra en el rango:
Promedio de n determinaciones + 0.25/n%‘pg—at/litro
(usando celdas de 10cm).

3. LIMITE DE DETECCION

La mas pequefia cantidad de silicato que puede detectarse con certeza
es cerca de 0.1.pg-at/litro (usando celdas de 10cm). Rechace las deter-
minaciones llevadas a cabo en duplicados si los valores de extincidén di-
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fieren por:

mas de 0.05 en el rango de extincidén 0.5 - 1.0 en una celda de lcm.
mas de 0.025 en el rango de extincidén 0.1 - 0.5 en una celda de lcm.
mas de 0.05 en el rango de extincién 0.5 - 1.0 en una celda de 10cm.

Si los valores duplicados de la extincién difieren sin alcanzar los
limites anteriores, témese un valor promedio.

B. BOSQUEJO DEL METODO

Se deja que la muestra de agua de mar reaccione con el molibdato
bajo condiciones que resultan de la formacidén de complejos: silicomolib-
dato, fosfomolibdato y arsenomolibdato. Se agrega entonces una solucién
reductora que contiene metol y acido oxalico, la cual reduce el complejo
silicomolibdato para dar un compuesto azul reducido vy, simultaneamente,
descompone cualquier fosfomolibdato o arsenomolibdato, de manera que se
elimina cualquier interferencia por fosfato y arsenato. Se mide la
extincién de la solucidén resultante con celdas de 1 & 10cm.

C. APARATO Y EQUIPO ESPECIALES

Para cada determinacidén de silicato, usar una probeta graduada de
vidrio con tapdén, de 50ml de capacidad. Inicialmente, dichas probetas
deben limpiarse llenandose con mezcla crémica. Si se reserva un juego
de probetas especialmente para esta determinacidén, y se enjuagan bien con
agua destilada antes y después de cada andlisis, se ha encontrado poca
evidencia de contaminacién por silice del vidrio.

Dos pizetas de polietileno, una de 300ml de capacidad por lo menos.

D. PROCEDIMIENTO DE MUESTREO Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Las muestras de agua de mar para determinacién de silicato no deben
almacenarse en botellas de vidrio, ni siquiera minutos antes del analisis,
y deben ser transferidas las muestras directamente a recipientes de vidrio
encerados interiormente o a recipientes de polietileno. A fin de minimi-
zar el efecto de multiplicacidon de diatomeas, hay que almacenar las mues-
tras en la obscuridad y por un periodo no mayor de un dia anterior al
andlisis. Es factible el almacenamiento de aguas con bajo contenido de
plancton durante una semana, si las muestras se conservan frias, pero
algo de materia silicea suspendida puede disolverse y causar un error
apreciable si el periodo de almacenamiento excede pocos dias.
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El almacenamiento de muestras congeladas a 20°C es satisfactorio
por un periodo de meses, pero puede ocurrir que los resultados sean un
poco mas bajos (5 a 10% como maximo) si las muestras tienen concentracio-
nes de silicato reaccionante que exceda de 50 pg-at Si/litro, especial-
mente cuando las concentraciones exceden de 100 pg-at Si/litro. En las
muestras de aguas profundas, se recomienda efectuar el analisis a bordo
del barco tan pronto como éstas se obtengan.

E. REACTIVOS ESPECIALES

1. Molibdato

Disolver 4.0g de paramolibdato de amonio calidad reactivo analitico,
(NH4)6M07024.4H20 (de preferencia finamente cristalino) en unos 300ml de
agua destilada. Afiadir 12.0ml de acido clorhidrico concentrado (12N,
'1.18gr esp.), mezclar, y aforar a 500ml con agua destilada. Almacenar
la solucidén en una botella de polietileno, en la cual es estable por
muchos meses si se mantiene lejos de la luz directa del sol. La solucidn

se desechara si se forma mucho precipitado blanco en los lados del reci-
piente.

2. Solucidén de Metol-Sulfito

Disolver 6g de sulfito de sodio anhidro, NazS03, en 500ml de agua
destilada y después afiadir 10g de p-(Metilamino) fenol sulfato (metol).

Cuando el metol se ha disuelto, filtrar la solucidén usando un papel
filtro Whatman No. 1 y almacerla en una botella de vidrio, limpia, 1la
cual debe cerrarse herméticamente. Es posible que esta solucidn se dete
riore rapidamente y provoque errores; por lo tanto, debe prepararse una
cada mes, como minimo.

3. Solucién de Acido oxalico

Preparar una solucidon saturada de acido oxalico agitando 50g de
acido oxalico dihidratado, (COOH)2.2H90, calidad reactivo analitico, con
500ml de agua destilada. Decantar la solucidén de los cristales para
usarla. Esta solucién debe almacenarse en una botella de vidrio y es
estable indefinidamente.

4. Solucidén de acido sulfiurico al 50% V/V

Afiadir 250ml de Acido sulfirico concentrado (1.82gr esp.), calidad
reactivo analitico, a 250ml de agua destilada. Enfriar a temperatura
ambiente y aforar a 500ml con un poco mds de agua destilada.
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5. Solucidn reductora

Mezclar 100ml de la solucién de metol-sulfito con 60ml de solucidn
de Acido oxAlico. Afiadir lentamente, mezclando 60ml de solucién de acido
sulfirico al 50% como se sefiala antes y aforar la mezcla a un volumen de
300ml con agua destilada. Esta solucidn debe prepararse para uso inmedia
0.

F. ANALISIS EXPERIMENTAL

Procedimiento

1. Las soluciones de las muestras deben estar a una temperatura entre
18 y 25°C (Nota a). Afiadir 10ml de solucidén de molibdato a una probeta
seca de 50ml, con tapdn (Nota b). Pipetear 25ml de muestra de agua dentro
de la probeta, taparla, mezclar las soluciones y dejar reposar la mezcla
durante diez minutos (Notas c y d).

2. Afiadir la solucidn reductora rapidamente para hacer el volumen
exactamente a 50ml (Nota b), y mezclar enseguida (Nota e).

3. Dejar la solucién reposando durante dos a tres horas (Nota f) para
completar la reduccién del complejo silicomolibdato (Nota g). Si se re-
quieren valores precisos para cantidades de silicio debajo de 12 pg—at/
litro, usese una celda de 10cm; de otra manera, medir la extincidén de la
solucidén en una celda dg lem contra agua destilada. Debe usarse una lon-
gitud de onda de 8,100 A con un espectrofotémetro (fotocelda sensitiva al
rojo). .Si se usa un absorcidmetro tipo filtgo, escoger un filtro que ten
ga un maximo de transmisién arriba de 7,000 A (Nota h). A menos que se
sepa qué muestras adyacentes tienen valores de extincién dentro del 25%
una de otra, la celda del absorcidmetro debe enjuagarse con cada nueva sO
lucién antes de llenarse.

4. Corregir la extincién medida restando el valor de un blanco obte-
nido con una celda de 1 6 10cm, como convenga (véase Sec. G). Calcular
la concentracidén de silicato reaccionante en microgramos atomo de silicio-
silicato por litro (pg-at Si/litro) de la expresion:

pg-at Si/litro = extincién corregida x F
de donde F es un factor para cada longitud de celda, obtenido como se

describe mas adelante, en la Seccidon H. Los resultados se dan con tres
cifras decimales.
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NOTAS

(a) No hay ningin efecto pronunciado de temperatura con este método,
pero las muestras, especialmente en el periodo de reduccién, deben estar
a una temperatura que exceda 18°C. Deben evitarse, sin embargo, tempera
turas que excedan de 25 a 30°C, pues éstas apresuran la descomposiciédn
del complejo silicomolibdato.

(b) Las probetas limpias deben escurrirse para que se sequen antes
de usarlas (sélo debe quedar en ellas menos de 0.5ml de agua).

El molibdato de amonio debe medirse directamente dentro de la probeta
que se use, corrigiéndose el volumen a 0.5ml. En el mar, es conveniente
que tanto esta solucidén como la solucién reductora se tengan en pizetas
de polietileno. :

(c) E1 silicato y el molibdato deben combinarse antes de afiadir la
solucién reductora. Diez minutos son suficientes para esta reaccidén. La
adicidén de la solucidn reductora no debe demorarse mas de 30 minutos; de
lo contrario se efectuarian cambios no deseables en la forma isomérica del
complejo silicomolibdato.

(d) Se agrega la muestra’a la solucidn acida de molibdato, en lugar
de hacerse a la inversa, de manera que la mezcla agua de mar-molibdato se
encuentre siempre arriba de una cierta acidez. Esto previene la posible
aparicidén de una forma isomérica no deseable del complejo silicomolibdato.

(e) E1 uso de un reductor a base de metol es un método menos sensible
que el que se logra al usar cloruro estanoso. Sin embargo, la sensibilidad
no es de primordial importancia para el silicio, que es relativamente abun
dante en el agua de mar en comparacidn con un elemento como el fésforo,
ademas de que el reductor a base de metol tiene algunas ventajas. Este
reactivo es mas estable que el cloruro estannoso, y la estabilidad del
color azul que produce con el acido silicomolibdico es mayor. Como no se
producen compuestos de molibdeno pentavalente amarillos, el procedimiento
para calcular la correccién del "Blanco" es menos complicado que cuando se
emplea cloruro estannoso. Se agrega acido oxalico a la solucidn reductora
para descomponer cualquier fosfo o arsenomolibdato que se haya formado con
el complejo silicomolibdato.

(f) E1 tiempo requerido para la completa formacién del color azul
varia segiin la cantidad de silicio que vaya a determinarse. Para menos
de 50 pg—at/litro, una hora es suficiente. Sin embargo, para cantidades
que excedan de 75 a 100 pg—at/litro, sélo 90 ¢ 95% del complejo silicomo
libdato puede reducirse a 60 minutos, asi que para mayor seguridad debe
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dejarse por lo menos tres horas.

Puede registrarse un incremento muy pequeiio (1 a 2%) en las 12 a 24
horas siguientes, pero el efecto es desechable. Las soluciones son esta
bles, para efectos précticos, durante seis horas.

(g) Dependencia de la extincidén en la salinidad: a menos que el ab-
sorcibémetro sea sensible al cercano infrarrojo, puede esperarse marcada
reduccidén en la sensibilidad de este método. El efecto no es serio para
longitudes de onda que excedan de 6,500 X, pero puede necesitarse el uso
de curvas de calibracién al mostrarse una pequefia desviacidén en la grafi
ca llamada Ley de Beer.

G. DETERMINACION DEL BLANCO

Puede omitirse la correccioéon del Blanco para agua destilada almace-
nada en polietileno, y se obtiene un Blanco satisfactorio para las solu-
ciones, usando agua destilada en lugar de agua de mar.

Efectiese el método exactamente como se describe en la Seccién F,
parrafos 1 a 3, usando 25ml de agua destilada en lugar de la muestra de
agua de mar. La extincidon de este Blanco no debe exceder a 0.01 en una .
celda de lcm G a 0.1 en una celda de 10cm, debe medirse para cada grupo
de soluciones y comprobarse a intervalos semanales durante un crucero.
Si se usan celdas de 10cm, debe determinarse el Blanco en duplicado con
cada grupo de muestras.

H. CALIBRACION

1. Solucidn estandar de silicato

El silicofluoruro de sodio seco, NajSiFg, contiene de uno a dos por
ciento del contenido tedérico de silice y forma un estdndar muy convenien
te.

Pesar 0.960g de polvo muy fino (deliberadamente, un pequefio exceso
sobre lo tedérico), deshacer los terrones y disolver la sal, agitindola
en 50 a 100ml de agua, en un vaso de precipitados de pldstico usando una
espatula de niquel. Transferir la solucién a un matraz volumétrico de
1,000ml, enjuagar bien el vaso de precipitados y llevar el volumen hasta
la marca. Mezclar y transferir la solucidén a una botella de polietileno
para almacenamiento. La solucidén reacciona ripidamente con el silice del
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vidrio, por lo que sé6lo debe permanecer en el matraz volumétrico escasos
minutos. La solucidén es estable indefinidamente, y ello es una gran ven
taja sobre la mayoria de los estandar, que consisten de silicato de sodio.

Iml&& 5 pg-at Si

Diluir 10ml de esta solucidén en 500ml de agua de mar sintética (ver
inciso 2, mas adelante). Usar esta solucién inmediatamente para proposi
tos de calibracidn, puesto que su contenido de silicato reaccionante
comienza a decrecer por polimerazidn, en unas pocas horas.

Iml= 0.1 pg-at Si
iml=4 pg-at Si/litro en 25ml de muestra

de agua de mar.

2. Agua de mar sintética

Disolver 25g de cloruro de sodio, calidad reactivo analitico y 8g de
sulfato de magnesio heptahidratado, MgS04.7H20, en cada litro de agua
destilada. El agua es equivalente, para propdsitos analiticos, al agua
de mar con salinidad de 28°/oo. Esta solucién se hace mejor en cantidades
de 5 a 20 litros a la vez, y debe almacenarse en un recipiente de polie-
tileno. El contenido de silicio en esta solucidén no debe exceder de .1

) pg—at/litro.

3. Procedimiento

Efectua la determinacidén de silicio como se describe en la Seccidn
F (parrafos 1 a 3), usando 25.0ml de la solucidn estandar diluida de sili
cio en lugar de una muestra de agua de mar. Determinar la extincibn de
cuatro estandares y de dos Blancos hechos con agua de mar sintética. No
es necesario efectuar un Blanco para las soluciones.

Medir la extincidén en una celda de lcm, después de dejarlo reposar duran
te tres horas para que se desarrolle completamente la coloracidén (véase
Nota F).

100

1 t F = —
Calcular el factor (5h) R

donde Eg es la extincién promedio de los cuatro estindares y Ep es la ex
tincidén promedio de los dos Blancos. El valor para F(lcm) no debe cambiar
y requiere comprobacién a discrecidén del analista. El valor debe ser muy
cercano'a 100. Si se usa una celda de 10cm, para cilculos mas precisos

de pequefias cantidades de silicato (menos de 12 peg-at Si/litro), debe
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asumirse que el factor F(jgcm) €S igual a 0.1 X F(yem)-

Nota: E1 factor F es una funcién de la salinidad de las muestras de
agua de mar. La variacidén entre valores de salinidad de 25 y 35%/00 es
menor a 3% y puede desecharse. El factor Fg, a una salinidad S 9/ oo se
relaciona con el factor F obtenido como se describe arriba, por la formula
aproximada:

F x (1 + 0.003 S)
1.08

Bgie

debe usarse esta correccidén para un trabajo mds preciso cuando la salini
dad varfe mis de 10 ©/oo en un valor de 28 ©/oo. E1l factor para agua

pura (cero salinidad) es, por lo tanto, alrededor de 8% menor que el valor
obtenido por el presente método usando agua de mar sintética. -

DETERMINACION DE FOSFORO

Introduccidn

Todos los métodos para fosfato en agua de mar se basan en la formacidn de
un complejo fosfomolibdato y su reduccidén subsecuente a compuestos azules
fuertemente coloreados. Se han visto favorecidos los métodos que usan
cloruro estannoso como redinctor a temperatura ambiente, puesto que son
mis sensibles y originan menor interferencia, a partir de compuestos or-
gidnicos facilmente hidrolizables, que los de otras técnicas. Existen com
plejidades en estos métodos debido a la interferencia del arsénico y a
Blancos encubiertos que se originan de la reduccién de molibdato en agua
de mar en ausencia de fosfato. Jones y Spencer (J. Marine Biol. Assoc.
U.K., 43:251, 1963) han descrito un programa excelente de pruebas compara
tivas. '

El procedimiento que se describe aqui se tomé de la publicacién
reciente de Murphy y Riley (Anal. Chim. Acta, 27:31, 1962) y es superior
a otros métodos en términos de rapidez y facilidad de analisis, de tal
manera que probablemente represente lo mids avanzado en técnicas de alta
mar.
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METODO

A. CAPACIDADES

Rango: 0.03 - Slpg—at/litro

1. PRECISION EN EL NIVEL DE 3 nG-AT/LITRO
El valor correcto se encuentra en el rango:
Promedio de n determinaciones k. 0.03/n%_pg~at/litro.

2. PRECISION EN EL NIVEL DE 0.3 pG-AT/LITRO
El valor correcto se encuentra en el rango:
Promedio de n determinaciones + 0.02/n3 pg-at/litro.

3. LIMITE DE DETECCION

La mids pequefia cantidad de fosfato que puede detectarse con certeza
es cerca de 0.03 pg-at P/litro.

En el rango de extincién 0.5 a 1.0 y en el de 0.1 a 0.5, rechazar
los valores de las determinaciones dobles si éstas difieren por mas de
0.02 en el primer rango y de 0.0l en el segundo.

Si los valores dobles de la extincidén difieren por menos de los
limites anteriores, témese un valor promedio.

B. BOSQUEJO DEL METODO

Se deja que el agua de mar reaccione con una solucidén compuesta que
contiene acido molibdico, Acido ascérbico y antimonio trivalente. E1
heteropoliacido complejo resultante se reduce in situ para dar una solu
cidén. azul, la extincién de la cual se mide a 8850 A.

C. APARATO Y EQUIPO ESPECIALES

Botellas de polietileno con tapdn de rosca de 130ml de capacidad,
marcadas con c¢inta scotch negra a 100ml (i 2ml).

D. PROCEDIMIENTO DE MUESTREO Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Las botellas de polietileno de 130ml deben llenarse completamente
con la muestra después de enjuagarlas dos veces con el agua que va a
analizarse. El andlisis debe empezarse preferentemente dentro de la
primera media hora y nunca después de dos horas. Hay que mantener las
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muestras en un lugar fresco y obscuro y no tomar la temperatura ambiente

a menos de que vaya a comenzarse el analisis. Si éste se pospone mis de
una hora, refrigérense las muestras a 0°C o menos. Una congelacidn rapida
en un bafio de glicol al 40% a -20°C (congélese a esta temperatura dentro
de los 30 minutos siguientes después de colectarse) estabiliza las mues-
tras durante muchos meses; esta técnica debe usarse en trabajos de preci-
sibén, para muestras procedentes de zonas eufdticas en aguas tropicales o
subtropicales. Existe una evidencia contradictoria respecto de la pérdida
de fosfato en botellas de polietileno, cuando las muestras se almacenan a
temperatura ambiente; pero una demostracién indica que esto puede evitarse
(Hassenteufel, Jagitsch, y Koczy, Limnol. Oceanog., 8:152, 1963).

E. REACTIVOS ESPECIALES

1. Solucidén de molibdato de amonio

Disolver 15g de paramolibdato de amonio calidad reactivo analitico
(NH4 ) 6M07024.4H20 (de preferencia finamente cristalino), en 500ml de agua
destilada. Almacenar en una botella de plastico, lejos de la luz directa
del sol. La solucidén es estable indefinidamente.

2., Solucién de Acido sulfirico

Afiadir 140ml de &cido sulfirico concentrado (gr. esp. 1.82) calidad
reactivo analitico, a 900ml de agua destilada. Déjese enfriar la solucién
y almacénese en una botella de vidrio.

3. Solucibén de acido ascérbico

Disolver 27g de acido ascdérbico de buena calidad en 500ml de agua
destilada. Almacenar la solucién en una botella de plastico, dentro de
un congelador, de manera que se solidifique. Descongelar para usarla e
inmediatamente después volver a congelar. La solucién es estable enton-
ces durante muchos meses, pero no debe mantenerse por mas de una semana
a temperatura del laboratorio.

4. Solucidn de tartrato de potasio-antimonilo

Disolver 0.34g de tartrato de potasio-antimonilo de buena calidad
(tartaro emético) en 250ml de agua, calentando si es necesario. Almacenar
en una botella de vidrio o plastico. La solucidén es estable durante muchos
meses.
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5. Mezcla reductora

Mezclar juntamente 100ml de molibdato de amonio, 250ml de acido sul
firico, 100ml de 4cido ascérbico y 50ml de tartrato de potasio-antimonilo.
Preparar esta solucién para uso inmediato y desechar cualquier exceso.

No se almacene por mids de seis horas. La cantidad anterior es apropiada
para 50 muestras.

F. ANALISIS EXPERIMENTAL

Procedimiento

1. Calentar las muestras a temperatura entre 15 y 30°C en un bafio
termostitico de agua (Nota a) y medir la extincién de las muestras para
obtener una correccidén por turbidez (Nota b; véase también Sec. G).

2. A 100ml de muestra afiadir 10 + 0.5ml de la mezcla reductora y
agitar inmediatamente.

3. Después de cinco minutos, y preferentemente dentro de las prime
ras dos a tres horas (Nota c), medir la extincién de la solucidén en una
celda de 10cm contra agua destilada con longitud de onda de 8850 . sSi
se usa un absorcidmetro tipo filtro, escoger un filtro que transmita luz
con una longitud de onda que sea lo mas grande posible; sin embargo,
puede ocurrir alguna pérdida de sensibilidad. A menos que se sepa que
las muestras adyacentes tienen valores de extincidén dentro del 25% una de
otra, la celda debe enjuagarse con cada nueva solucidén antes de llenarse.

4. Corregir la extincidén medida restando tanto la turbidez como los
blancos de los reactivos (véase Sec. G). Calcular la concentracién de
fosfato en microgramos-atomo de fésforo-fosfato por litro (peg-at P/litro)
de la expresiodn:

pg-at P/litro = extincién corregida x F
donde F es un factor obtenido como se describe en la Seccién H abajo.
Los resultados se dan con tres cifras decimales. El silicio no causa

interferencia, y la interferencia del arsénico es normalmente insignifi-
cante. =

NOTAS

(a) E1 método parece no tener un coeficiente de temperatura signifi
cativo (menos de 0.2% por °C) entre 15 y 30°C, pero probablemente sea mas
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aconsejable mantener las muestras a una temperatura dentro de este rango.

(b) Muy raramente se requiere esta medicién para cada muestra (véase
Sec. G). Si la turbidez da una extincidén que exceda de 0.05 la materia
suspendida, esto puede afectar adversamente el método y entonces las so-
luciones deben filtrarse.

(c) La extincidén alcanza su maximo en cinco minutos y permanece
constante durante muchas horas. El blanco de las soluciones se vuelve
amarillo, pero los valores de extincidén corregidos cambian solamente un:
10% (decrecen) aln después de varios dias. Para trabajos de alta preci-
sion, es preferible medir la absorcién de la luz dentro de las primeras
dos a tres horas, puesto que pueden ocurrir pequefios cambios en el primer
medio dia.

G. DETERMINACION DEL BLANCO

1. Blancos de celda a celda

Cuando ambas celdas, tanto la de la muestra como la del agua desti-
lada, se llenan con agua destilada, la extincidén de una contra la otra
debe ser 0.000. Debido a pequefios defectos épticos, puede encontrarse
un pequeiio valor positivo o negativo. Esto es posible cuando se restan
los blancos de la turbidez (véase el parrafo 3, abajo); sin embargo, debe
encontrarse dicho valor al determinar el blanco de los reactivos. EL
agua en la celda del agua destilada debe cambiarse diariamente o cada dos
dias, pues pueden resultar marcadas turbideces ain en agua destilada, si
es que permanece en la celda durante mucho tiempo.

2. Blanco de los reactivos para el método estandar

Efectiese el método exactamente como se describe en la Sec. F, parra
fos 2 a 4 inclusive, usando agua destilada en lugar de los 100ml de agua
de mar. Corregir la extincidén resultante con el blanco de celda a celda.
E1l blanco de los reactivos no debe excederse de 0.02. Si excede de este
valor, usar agua bidestilada. Si persiste tal valor, debe sospecharse
del molibdato de amonio. E1 blanco de los reactivos, aunque pequefio, no
es insignificante para trabajos de alta precisidén o bien cuando se van a
determinar cantidades menores de 1.5 pg-at P/litro. Debe medirse para
cada nueva solucién de molibdato y checarse a intervalos semanales durante
un crucero.

3. Blanco para la turbidez del agua de mar

Esta puede ser una fraccidén muy apreciable de la extincidn total en
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aguas superficiales, y debe determinarse en las muestras de la superficie
y de los 10m, en cada lance. Medir gradualmente a mayores profundidades
hasta que el valor sea aproximadamente constante. Este valor (generalmeg
te menor a 0.01 debajo de los 25m en aguas oceanicas) es entonces casi
igual al blanco de celda a celda (Sec. G, 1 arriba) y a menudo puede ser
un poco negativo.

Los blancos para la turbidez deben medirse en las soluciones de las
muestras, después de que éstas han sido calentadas a temperatura ambiente,
justamente antes de afiadir la solucién de molibdato. Si se llenan las
botellas de polietileno de 130ml hasta el borde con la muestra, entonces
hay suficiente cantidad presente para el blanco de :la turbidez, dejando
casi 100ml para el anidlisis. Sin embargo, pueden regresarse unos pocos
mililitros de la celda si es necesario.

Si el blanco para la turbidez excede de 0.1, entonces las mediciones
de la extincidén son inexactas.

H. CALIBRACION

1. Solucidn estandar de fosfato

Disolver 0.816g de fosfato de potasio monobadsico anhidro, KH2PO4, en
1,000ml de agua destilada. Almacenar la solucidén en una botella obscura
con 1ml de cloroformo. La solucidén es estable durante muchos meses.

Iml = 6.0 pg-at P

Diluir 10.0ml de esta solucidén a 1,000ml con agua destilada (véase
abajo). Almacenar en una botella obscura con Ilml de cloroformo. La
solucidén debe ser estable durante muchas semanas, pero para mayor seguri
dad debe prepararse nuevamente cada 10 dias.

iml= 6.0 x 10~ pg-at P

Iml== 0.60 pg-at P/litro en 100ml de muestra de agua de mar.

2.-Prpcedimiento

Preparar cuatro estandares, consistiendo cada uno en 5.0ml de la
solucién diluida de fosfato (equivalente a 3.0 ug-at P/litro) aforado a
un volumen de exactamente 100ml con agua destilada, en una probeta gradua
da de 100ml (dGsese con cuidado). Transferir las soluciones a botellas
secas de polietileno y llenar dos botellas mas con agua destilada para
que actien como se describe en la Seccidén F, parrafos 2 a 4.
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Calcular el factor F de la expresiénf

o 3.00
Es- Bp
donde Es es la extincién promedio de los cuatro estandares y Ep es la
extincidn promedio de los dos blancos (no corregidos por blancos de celda
a celda). El valor de F es completamente independiente de la salinidad
(con mis de 35°/oo presente) y, por lo tanto, es posible determinarlo
usando agua destilada; el método puede usarse también sin cambiarlo, con
muestras de agua dulce. El valor de F es también constante, puesto que
se usan soluciones nuevas cada vez y el mismo espectrofotémetro, etc., y
sb6lo necesita checarse a intervalos no frecuentes. El valor, cuando se
usa una radiacidén de 8850 K, debe ser cerca de 5.

DETERMINACION DE AMONIACO

Introduccidn

El siguiente método es especificamente para amoniaco, y aunque no es tan
sensible como el procedimiento que describen Strickland y Parsons (A prag'
tical Handbook of Sea Water Analysis, paginas 81 a 85), debera usarse '
cuando se desee hacer un cédlculo de sélo la concentracidén de amoniaco.

La técnica es una modificacidén sensible del método fenol-hipoclorito uti
lizado por muchos investigadores (i.g., Riley, Anal, Chim. Acta, 9:575,
1953: Emmet, Naval Ship Res.. and Devel. Cent. Rept. 2570, 1968) por L. So
lérzano ,(Limnol. Oceanogr. 14:799. 1969). "

ME. T 0.D 0

-

A. CAPACIDADES

Rango: 0.1 - 10'pg~at/litro

1. PRECISION EN EL NIVEL DE 3-pg—AT/LITRO;
El valor correcto se encuentra en el rango:
Promedio de n determinaciones + 0.15/n_pg~at/1itro

2. PRECISION EN EL NIVEL DE 1.0 pnG-AT/litro.
El valor correcto se encuentra en el rango:
Promedio de n determinaciones + 0.10/n ug-At/litro.
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3. LIMITE DE DETECCION

La mis pequefla cantidad de nitrdégeno-amoniaco que puede detectarse
con certeza para una sola determinacidn es cerca de O.I‘pg—at/litro.

Elimine las determinaciones dobles si los valores de extinciédn dibie
ren por:

Mas de 0.015 en el rango de extincién de 0.1
Mas de 0.025 en el rango de extincién de 0.2

b

a 0.2
a. 0.5,

Si los valores dobles de la extincidn difieren por menos de los
limites anteriores, toémese un valor medio.

B. BOSQUEJO DEL METODO

El agua de mar se trata en un medio alcalino de citrato con hipoclo-
rito de sodio y fenol, en presencia de nitroprusiato de sodio que actuia
como catalizador. El Indofenol azul formado con el amoniaco se mide
usando una celda de 10cm.

C. APARATO Y EQUTPO ESPECIALES -

Matraces Erlenmeyer de 125ml. Estos deben enjuagarse con abundante
agua destilada y dejarse escurrir inmediatamente antes de usarlos.

D.. PROCEDIMIENTO DE MUESTREO Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Parece ser satisfactorio un almacenamiento temporal del agua de mar
antes del analisis, ya sea en vidrio o polietileno; sin embargo, es re-
comendable no demorar el analisis por mids de una hora o dos a lo sumo.

Si es necesario un periodo de almacenamiento mayor, congélense com-
pletamente las muestras. Hay indicaciones de que aiin con refrigeracién,
después de algunos dias pueden ser significativas las alteraciones en las
muestras. Aunque se requiere de mds evidencia, seria recomendable no
almacenar las muestras.

E. REACTIVOS ESPECIALES

1. Agua desionizada

Esta debe usarse para preparar soluciones, en la determinacién de
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blancos y para las estandarizaciones. No puede confiarse en el agua des
tilada comin para estos propésitos; precisamente antes de usarla puede
separarse el amoniaco del agua destilada, pasdndola a través de una peque
fia columna (i.g. 30cm de largo por 1 a 2cm de diametro interno) con resina
de cambio de cationes en la forma de Hidrdégeno; guarde después el agua en
un matraz de vidrio bien cerrado. Omitir esta precaucidn originaria re-
sultados errdéneos en cualquier laboratorio.

2. Solucidén de fenol

Disolver 20g de fenol cristalino (grado reactivo analitico) en 200ml
de alcohol etilico de 95% V/V.

3. Solucidn de nitroprusiato de sodio

Disolver 1.0g de nitroprusiato de sodio NazFe(CN)SNO 2H20 en 200ml
de agua desionizada. Almacénese en una botella ambar. La solucidn es
estable por lo menos durante un mes.

4. Solucidén alcalina

Disolver 100g de citrato de sodio y 5g de hidréxido de sodio (grado
reactivo analitico) en 500ml de agua desionizada. Esta solucién es esta
ble indefinidamente.

5. Solucidén de hipoclorito de sodio

Usese una solucidén de hipoclorito comercial (i.g. cloro), aproxima-
damente de 1.5 N; la solucién se descompone con lentitud ¥ su concentra-
cién debe checarse periddicamente.

Disolver 12.5g de tiosulfato de sodio de buena calidad, Na28203 5H20,
en 500ml de agua, agregando unos pocos cristales (2g) de yoduro de pota-
sio, KI, a 50ml de agua dentro de un pequefio matraz y pipetearle 1.0ml
de solucidén de hipoclorito,

Afiadir de 5 a 10 gotas de acido hipoclérico concentrado y titular
el iodo liberado con la solucidén de tiosulfato hasta la desaparicibén por
completo del color amarillo. Deséchese el hipoclorito cuando se empleen
menos de 12ml de tiosulfato.

4

6. Solucidén oxidante

; Mezclar 100ml de la solucién 4 y 25ml de la solucién 5; manténgase
esta solucidn tapada mientras no se use. Prepirese una cada dia.
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F. ANALISIS EXPERIMENTAL

Debe consultarse la Seccidén G. 2 antes de comenzar esta determinacidn.

Procedimiento
1. Usando una probeta graduada de 50ml, pasar dicho volumen de mues
tra a un matraz Erlenmeyer. Con una pipeta, agregar 2ml de solucidn de

fenol, agitar con la mano la solucién y, después, afiadir consecutivamente
2ml de solucidén de nitroprusiato de sodio (Nota a) y 5ml de la solucién
oxidante (Nota b), mezclando después de cada adicién. Déjese permanecer
el matraz a una temperatura entre 20 y 27°C durante una hora (Nota d).

La boca del matraz debe cubrirse con papel aluminio durante esta etapa
para reducir la contaminacidén con amoniaco atmosférico.

2. Leer la extincidén a 6400 & en un espectrofotdémetro contra agua
destilada, usando celdas de 10cm.

3. Corregir la extincidén medida con la de un blanco (Sec. G) y
calcular la concentracidén de nitrégeno-amoniaco de la expresidn:

Hg-at N/litro = F x E

donde E es la extincidn corregida y F es un factor que se obtiene como

se describe ahajo en la Seccidén H. Los resultados se dan con dos cifras
decimales. No hay interferencia en este método con aminoicidos y urea
(Nota e).

N T a8 S

(a) El nitroprusiato de sodio en las concentraciones de 0.5% es
suficiente para catalizar la reaccién y producir un blanco estable v
bajo. Una concentracién mayor produce un blanco inestable vy alto, el
cual se incrementa con el tiempo.

(b) La cantidad y concentracién del hipoclorito de sodio tiene efec
tos marcados en la reaccidn, en el agua de mar. Con hipoclorito mas
diluido puede agregarse un volumen corrrespondientemente mayor, pero debe
tenerse cuidado de que el pH (ver nota c abajo) no exceda mucho de 9.8.

(c) La adicién de reactivos, como se indica antes, da mejores resul
tados en agua de mar y agua destilada. A mayores valores de pH, la reac
cién es mas rapida, pero se suprime una ligera coloracién azul (no debida
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a la presencia de aminocompuestos, sino asociada a la presencia del
nitroprusiato). Esto da como resultado un "blanco falso" y valores
erréneos también altos para el contenido de amoniaco en el agua de mar.
Con el pH usado en la presente técnica (9.8 en agua de mar y 10.4 en agua
destilada), el color azul del nitroprusiato se forma uniformemente en las
muestras y los blancos.

(d) La reaccidn requiere un total de 60 minutos para completarse.
Entonces el color producido es estable por lo menos durante 24 horas.

(e) La urea y varios aminoacidos (Glicina, D-L Alanina L-Arginina,
D-L Histidina, L-Tirosina, L-Lisina y el Acido L-Glutémico), en las
concentraciones de 3 ug-at N/litro en agua de mar filtrada, responden
insignificantemente a este tratamiento.

G. DETERMINACION DEL BLANCO

1. Blanco
Efectiese el método exactamente como se describe en la Seccién F.1 y
2, utilizando agua recién desionizada. Las extinciones de los blancos,

usando una celda de 10cm, no debe exceder 0.075.

2. Precauciones para reducir la contaminacidn

Es necesario observar el mayor cuidado para prevenir la contaminacidn
de las soluciones y las muestras con amoniaco (ya sea como gas o particu-
las de sales de amonio) en el laboratorio. Las soluciones deben mantener
se en botellas perfectamente bien cerradas, y almacenar las muestras en
recipientes bien cerrados hasta que comience el andlisis. Cuando esté
efectuandose el andlisis para la determinacién de amoniaco, bajo ninguna
circunstancia debe abrirse un frasco de hidrdxido de amonio en el labora
torio, por breve que sea este periodo. Todo el equipo de vidrio debe
lavarse inicialmente con acido clorhidrico diluido, y enjuagarse muy bien
con agua destilada previamente antes de usarse. El agua destilada comin
es satisfactoria para este enjuague.

H. CALIBRACION

Efectiese la calibracién usando agua de mar filtrada.

1. Solucidén estandar de amonio

Disolver 0.100g de sulfato de amonio (calidad reactivo analitico) en
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1,000ml de agua destilada. Afiadir 1ml de cloroformo ¥y guardar lejos de
la luz directa.

La solucidén es estable durante varios meses si queda bien cerrada.

Iml ==1.5 pg-at N
Pipetear 1.00ml de esta solucién dentro de un matraz de 500ml y aforar
con agua de mar hasta la marca. La concentracidén de amonio resultante

es equivalente a 3.0 pg-at N/litro.

2. Procedimiento

Medir porciones de 50ml de la solucidén diluida de amonio dentro de
cuatro matraces Erlenmeyer, limpios, de 125ml de capacidad, y tomar dos
porciones mas de 50ml de la misma agua de mar que se uso para hacer la
solucidén estandar diluida, en otros dos matraces Erlenmeyer, limpios, de
125ml y preparar en ellos dos soluciones testigos sin agregar soluciodn
de amonio, como se describe en la Seccién G. Efectuar las determinacio-
nes en todos, exactamente como se describe en la Seccién F.1 a 2. Leer
la extincién después de 60 minutos. Evaluar el factor F de la expresion:

300
Eg- Ep

~donde Eg es la extincidén promedio de los estandares vy Ep la extinciédn
promedio de los blancos. El valor para F es cerca de 6.5 y se ha encon
-trado gue es muy constante.



