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INTRODUCCION En el segundo capitulo se describe la metodologia

El presente volumen constituye la complementa-
cién del trabajo titulado “Analisis Quimico y de Pro-
ductividad en el Agua de Mar”, que fue publitado en
el afio 1972, y comprende la determinacién de oxigeno,
salinidad, nitratos, nitritos, amoniaco, silicatos, fosfa-
tos, carbono 14 y clorfila “a” en el agua de mar.

La segunda parte que se presenta a continuacion
consta de dos capitulos:

a) Introduccién al Andlisis Instrumental,
b) Determinacién de la Materia Organica en el agua
de Mar.

En. el primer capitulo se describe los conocimien-
tos basicos para el manejo y uso de los instrumentos
que existen en el Laboratorio de Oceanografia Quimi-
ca y Productividad del Instituto del Mar del Peri.

que se usa actualmente en el Instituto del Mar del Pe- .
ra para la determinacién de la materia organica en el
agua de mar en forma soluble y particulada cuyos mé-
todos ya han sido probados y experimentados en su
oportunidad.

Debido a los complejos problemas analiticos que
presenta la Oceanografia Quimica especialmente en los
microanalisis, se recomienda el uso de los métodos ins-
trumentales los cuales tienen la ventaja de dar mayor
precisién en un menor tiempo de anélisis.

El presente trabajo ha sido preparado para que
sirva de guia practica en los estudios de oceanografia
quimica y productividad a los becarios del Proyecto
Multinacional de la OEA “Productividad de las Aguas
Costeras frente al Peri”, y a los estudiantes universi-
tarios.
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I. ANALISIS POR INSTRUMENTACION
DETERMINACION DEL pH

1. Introduccién

La medida de la concentracién de una solucién
4cida o basica es expresada por su potencial hidrége-
no o pH.

Durante las mediciones se determina la diferencia
de potencial entre el electrodo de referencia y electro-
do indicador, éste ultimo varia su potencial proporcio-
nalmente a la concentracién de iones hidrégeno mien-
tras que el electrodo de referencia mantiene su poten-
cial constante.

Ambos electrodos sumergidos en la solucién son
medidos por medio de un galvanémetro adecuado ob-
teniéndose como resultado la medida del pH.

2. Fundamento

El pH es definido como el logaritmo négativo de
la actividad del i6n hidrégeno:

pH = — log ap + (€))

La actividad del i6n hidrégeno esta relacionado ¢on
la concentracién:

aH+: Y H+.C. H+ 2)
donde:

ayh= es la actividad del i6n hidrégeno.
“Yut= es el coeficente de la actividad termodina-
- mica del i6n hidrégeno en la solucién espe-
cifica.
C'H+: es la concentraciéon del i6n hidrégeno.

El coeficiente de actividad es una funcién del sol-
vente de una fuerza total de los iones y del i6n espe-
cifico disuelto en el solvente: El agua pura es un elec-
trolito débil y se disocia de acuerdo a la ecuacién:

H.0 s HY + on™ 3)
a _
x H' *on
HO = — @,
t aH»0

para el agua pura 2H:0 es la unidad.

El producto iénico termodinamico es:

KH.O = a +-a _ ; tiene un valor de 10—14 a 22°C.
H OH

donde:
a4 = a =/ K , (5)
H ‘ OH ™ H.0
a = 1.0 x 10-7 ©)
H+

Si se reemplaza este valor en la ecuacioén (1), se
demuestra que el pH del agua pura en el punto neutro
es 7.

2

3. Instrumental

El medidor del pH consta de las siguientes partes:
a) Circuito eléctrico.

b) Electrodo de medicién.

a) Circuito eléctrico:

El esquema descrito a continuacién pertenece a
varios instrumentos tales como: Beckman, Coleman, y
Northrup y su funcionamiento es el siguiente:

El potencidmetro X Y Z se calibra directamente en
unidades de pH donde el voltaje que corresponde a una
divisién del potenciémetro se ajusta de acuerdo a la
temperatura de la solucién cuyo pH va a medirse.

La variacién del voltaje puede calcularse segun la
ecuacion:
V =b 4+ 1983 x 10-+.T.pH

V = voltaje que varia linealmente en el pH.

b = constante que depende de los potenciales de los
electrodos y de la diferencia de potencial a través de
la pared de vidrio para pH = O.

1.983 x 10—+
Nernst. _

T = temperatura absoluta.

El ajuste de temperatura se hace con el potencié-
metro XYZ y con la resistencia Rt. La corriente to-
tal que circula por la resistencia Rt. y XYZ que se
encuentran en paralelo, se ajustan a un valor constan-
te, disminuyendo Rt con el voltaje XYZ.

El aparato se calibra con una solucién Buffer de
PH conocido, con el contacto Z se coloca ¢l valor del
pH de la solucién Buffer o Tampén, v luego se ajusta
al potenciémetro Pc hasta conseguir el equilibrio es-
tando el interructor K en la posicién 2; como la resis-
tencia de la pila es muy alta el indicador de equili-
brio G es un voltimetro de vilvula termoiénica.

El potenciémetro pH sirve para corregir las varia-
ciones del término b.

La determinacién de un pH desconocido se hace
reemplazando la solucién buffer por la solucién des-
conocida y mediante el interruptor Z.

es el coeficiente de la ecuaciéon de

b) Electrodo de medicién:

Electrodo de vidrio: Es el electrodo frecuentemente
usado. Consiste en un bulbo de pared muy fina de vi-
drio especial que contiene un electrodo y una solu-
cién patrén de referencia. El tubo de vidrio esti lle-
no con una solucion de HCI; el electrodo es de plata
cubierto con cloruro de plata (AgCl). El fundamento
de la medicion de PH con el electrodo de vidrio (elec-
trodo indicador) estd basado en la calibracién del sis-
tema con una solucién de pH conocido; es decir me-
diante la fuerza electromotriz de la solucién de pH
desconocido.

El pH desconocido a 25°C se puede calcular de la
siguicnte manera:

Ei — Ex
pPHx = pHi +

NF
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Fig. 1 ESQUEMA DEL CIRCUITO ELECTRICO DEL MEDIADOR DE PH. (Tomado del Manual Andlisis Instrumental por Paul de La Hnyi

Donde:

pHi = es el pH de la solucién estandar (buffer).

Ei = es la fuerza electromotriz de la solucién es-
tandar (buffer). .

Ex = es la fuerza electromotriz de la solucién des-
conocido.

NF = control de la pendiente de temperatura en
mV/pH. ' )

(0.05915 milivoltios a 25°C).

El electrodo de Calomel: Es el llamado electrodo de
referencia y consta de una semicécula que se represen-
ta de la siguiente manera:

Hgo,(Hg:zClz) en solucién de KCl conocida.
centracién de los iones mercuriosos (Hge++) de la so-
lucién, debido a que la concentracién de iones cloru-
ros causan una solubilidad diferente del calomel.

La pila puede presentarse como sigue:
Ag, AgCl, HCI: solucién desconocida: KCl (satura-
da): Hg.Cl2, Hgo.

Electrodo de vidrio Electrodo de .calomel

4. Metodologia

En el caso del agua de mar
Para calcular su pH se usa la siguiente férmula:

pHs = pHm 4+ L (t — tm)

Donde:

pHs, es el pH in situ,

pHm, es pH medido en el instrumento;
L, es constante, igual a 00118

t, temperatura in situ,

tm temperatura de la muestra.

Esta férmula es valida para areas cuyas profundi-
dades no sean mayores de 1,000 metros; para mayores
profundidades es necesario hacer la correccién con la
aplicacién de la siguiente férmula:
pH in situ = pH medido + L (t1 — tz) — B Z

Donde:
L = 00118
(t1n — ts2), es la difcrencia de temperaturas entre la

temperatura medida y la temperatura in situ.

B. Z = Correccién por la diferencia de presién entre
la profundidad de la muestra y la del laboratorio.

Z es la profundidad en metros y B es obtenida de
la tabla siguiente:

pH medido

75 cooviiiinnt. 35 x 10—¢
76 cccoviiinnn. 3
77 it 28
78 ... ... 25
79 ..ol 23
80 ............ 22
81 ............ 21
82 ............ 20
83 ...l 20
88 ............ 20
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5. Aplicaciones

1. Para determinar el pH de cualquier solucién,
acida o basica.

2. En las valorizaciones acido-base de acidos débi-
les y en los medios coloreados y no acuosos. Esto se
realiza cuando los indicadores no dan resultados satis-
factorios.

3. En las valoraciones de precipitacion de sustan-
cias inorganicas. Ejem.: cloruros con sal de plata.

4. En la valoraciéon de sustancias organicas.

5. A veces es posible combinar una reaccién elec-
trolitica de oxidacién reduccion en la que figuran dos
compuestos solubles con una reaccion de precipita-
cién. Ejem.: se puede valorar una solucién de yoduros
con ion plata en presencia de una cantidad pequefa de
iodo.

6. Manejo del instrumento

Beckman pH Meter H5

1. Se conecta el potenciémetro al circuito de co-
rriente y se deja calentar por espacio de 15 a 45 minu-
tos. .

2. Se mide la temperatura de la muestra en el la-
boratorio, con la ayuda de un termémetro.

3. Se calibra el instrumento con una solucién
buffer de pH 7 a 25°C; en el caso del agua de mar se
preparan dos buffer para la calibracidn:

Buffer de pH = 6.865 (a 25°C)
Buffer de pH = 8459 (a 25°C)

4. Se estandariza el instrumento de la siguiente
manera:

4.1 Se lava el electrodo con agua destilada y lue-
go se seca con papel de filtro.

42 En un vaso limpio y seco se vierte la solucion
buffer, ya que ésta no se elimina y debe ser devuelta
a su frasco original. )

43 Se introducen los electrodos a
buffer de pH conocido.

44 Se lleva la aguja indicadora de escala de pH
hasta el pH indicado por la solucién buffer, girando
el botén “Asymetry”.

45 Cuando la lectura del pH de la soluciéon buffer
es constante, se da por finalizada la estandarizacion.

5. Se repite el paso (4.1).

6. Se introduce el electrodo en la muestra proble-
ma y se realiza la lectura correspondiente.

7. Se repite el paso (4.1).

8. Cuando se termina de hacer las lecturas, se de-
ja el electrodo en agua destilada.

la solucion

Soluciones Buffer

1. Bates 1:3.5 Potasium dihydrogen phosphate
KH: POy, 1.179 g y disoduim hydrogen phosphate,
Na;HPOs, 430 g son disueltos en agua destilada libre
de carbonatos y llevados a un litro.

2. Bates 1: 1 Potassium dihydrogen phosphate,
KH2PO4, 339 g y disodium hydrogen phosphate,
NaHPO4, 3.53 g son disueltos en agua destilada libre
de carbonatos y llevados a un litro.

4

3. Palitzsch borax buffer. Sodium tetraborate,
Na»B407.10H20, 9.554 g, boric acid, H3BO3, 6202 g y So-
dium chloride, NaCl. 1.462 g son disueltos en agua des-
tilada libre de carbonatos y llevados a un litro.

NOTA: Las sales de sodio y potasio deberan ser
secadas antes de pesarlas y es recomendable guardar-
las en un desecador con silica-gel.

TABLA Ne 1

Valores de pH de los buffer

Temp. Bates Bates Palitzsch borax
C° 1:35 1:1
0 C — 6.984 —_—
5 _ 6.951 e
10 7472 6.923 _
15 7.448 6.900 _
20 7.429 6.881 8510
25 7413 6.865 8.459
30 7.400

ANALISIS POR ESPECTROFOTOMETRIA
EN LA ZONA VISIBLE Y
ULTRAVIOLETA

1. INTRODUCCION

El andlisis espectrofotométrico abarca una impor-
tante rama del estudio de la espectroscopia molecular.
Debido a su gran exactitud y rapidez es usado en la in-
dustria y en la investigacion.

Se usa en los andlisis cualitativos y cuantitativos,
dependiendo su exactitud del equipo y método em-
pleado.

2. FUNDAMENTO

La espectrofotometria se basa principalmente en
una caracteristica fisica fundamental de las sustancias,
¢l espectro molecular. El anadlisis cuantitativo se basa
en la ley de Lambert-Beer, la cual relaciona la intensi-
dad de la luz absorbida con la concentracidon de la sus-
tancia :

1, — [ﬂ — 1,
Celda con la muestra

Donde:

,.
I

coeficiente de extincion caracteristico de la mues-
tra o absortividad,

¢ = concentracion de la muestra en gr/l,

L = espesor de la celda o longitud del trayecto 6pti-
co en c¢m,

Io = intensidad de la luz incidente,

It = intensidad de la luz trasmitida,

A = absorbancia.

En la prictica es mas usual la siguiente férmula:

I,

A = kcl, A = logw »

I
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3. INSTRUMENTAL

El espectrofotémetro Beéckman Modelo DU-2, con-
siste de cinco unidades funcionales: la fuente de poder,
la fuente de luz, el monocromador, el compartimiento
de la celda y la combinacién del fototubo y el amplifi-
cador.

1. La fuente de poder; provee un estabilizador de
voltaje para el potencial de la fuente de luz, el fototubo
y el amplificador.

2. La fuente de luz (Fig. N® 2): contiene dos fuentes
intercambiables: una lampara de tungsteno y una lam-
para de hidrégeno o deuterio. La primera es usada en
la regién visible del espectro, de 320 mu a 1000 mu y la
segunda es empleada para la luz ultravioleta, de 190 mu
a 375 mu. :

Q

LAMPARA DE
TUNGSTENO

ESPEJO

ESPEJO COLIMADOR

ESPES :
LAMPARA DE
HIDROGENO D
/l

\ £
W LENTE CONDENSADOR
. ENTRADA AL ESPEJO
V.4
RENDIJA

usados en diferentes partes del espectro para minimi-
zar las fugas de luz.

4, Los compartimientos de las celdas; puéden' ser
de diférent!es formas y longitudes de celda: rectangu-
lares (10 mm) y tubulares (20, 50 y 100 mm).

5. La combinacién del fototubo y el ampliador:
consiste en que la luz que atraviesa la muestra llega al
fototubo detector. La fotocorriente inducida por la luz
incidente fluye a través de una resistencia y produce
una caida de voltaje DC. Dicho voltaje es convertido
a sefiales AC, en donde la frecuencia es la misma que
la linea de potencia.

Luego esta sefial AC es amplificada. La salida del
amplificador es rectificada sincronizadamente con refe-
rencia a AC de la linea de potencia. La corriente DC
asi producida fluye a través del medidor, cuya defle-

" ceLOA DE
@ LA MUESTRA

Fig. 2 DIAGRAMA DE CIRCUITO OPTICO DEL ESPECTROFOTOMETRO Beckman DU-2.

(Tomado del Meanual de Instruecién Espectrofotémetro Beckman)

3. El monocromador (Fig. N° 2): tipo Litrew, es
usado en el espectrofotémetro para producir radiacién
de alta pureza espectral. Tiene dos rendijas: una de
entrada en la cual la imagen de la fuente de luz es re-
flejada y otra de salida. El haz de luz que atraviesa
la entrada de la rendija es dirigida al espejo colima-
dor en forma paralela y luego al llegar al prisma es
dispersado. El espectro asi producido es reenfocado
por el espejo colimador sobre la rendija de salida y la
luz de longitud de onda seleccionada atraviesa la ren-
dija de salida y la celda que contiene la muestra para
luego llegar al fototubo detector. Antes de ingresar a
la rendija de entrada hay tres filtros, los cuales son

xi6n de la aguja es proporcional a la intensidad de la
luz incidente sobre el fototubo.

4. METODOLOGIA

Se presentan los siguientes casos:

1. Cuando no se conoce la longitud de onda, se se-
lecciona el rango de absorcién o transmisién méxima
(se construye un grafico % de transmisién vs. longi-
tud de onda).

2. Cuando se conoce la longitud de onda previa-
mente, se realizan las lecturas de % de transmisién de
las soluciones patrones a diferentes concentraciones
(se “construye el grafico absorbancia vs. concentraci6n).

5
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El cdlculo de la concentracién de la muestra se
realiza con la ayuda del grafico absorbancia vs. con-
centracién. (Fig. N¢ 3). :

Durante los anilisis es necesario tener en cuenta -

lo siguiente:

1

: . : 9. Se gira (2) “Tungsten lamp Switch” en posicién

2. El pH de la solucion tiene un efecto importante e
en 21 equilibrio de las soluciones. (‘(i))N el que estd colocado en la parte de atras

3. El solvente empleado debe ser el mismo en los 10. Con (3) “Phototube Selector” se selecciona el
patrones y en la muestra, s ango de longitud de onda a trabajar

4. La precisién y exactitud estd dada por la sensi- I E & 9 &l ‘ ulJ' Lier”
bilidad del método empleado ‘en los anlisis. » wuando se opera con el “Photomultiplier” se co-

loca (16) “Photomultiplier Gain Switch” en po-
; sicién “5".
~12. Se coloca (14) “Load Resistor swich” en posi-
cién correcta para el fototubo seleccionado.
13. Se pone (8) “Sesisitivity control” en posicién
B media.
14. Se gira (13) “Wavelength Selector” para selec-
<« L cionar la longitud de onda a trabajar.
2 15. La celda de referencia y las celdas con las mues-
= tras se coloca en el compartimiento para las
§M: ______ celdas (e).
: |
- ! OPERACION
|
; L \ | | 16. Con (11) “Transmittance-Absorbance Control” se
Cx coloca en cero la absorbancia.
CONCENTRACION (gr/it) 17. Se ajusta con (10) “Dark Current Control” para
balancear la aguja en cero. Si la aguja se des-
Fig. 3 ABSORBANCIA VS. CONCENTRACION plaza a la izquierda se mueve (10) en sentido de
Ah = Abs. de la muestra desconocida las agujas de! reloj, si Ia ag}lja S¢ mueve a la
C = Concentracién de la muestra desconocida. dere.cha, se 8 ra (10) en sentido contrario a las
agujas del reloj.
Si (10) “Dark Current Control” no se mueve de la
izquierda, se gira (18) “Screen Bias Switch” a la
5. APLICACIONES izquierda de la posicién “3”; lo contrario si la
La espectrofotometrfa en el visible y en el ultra aguja se pega a la derecha. Cuantas veces sea
violeta tiene las siguientes aplicaciones: necesario se reajustard (10) para balancear la
aguja a cero.

1. En la identificacién de un compuesto y en la 18. Con (6) “Sample Positioner” se coloca la celda
determinacién cualitativa de la pureza de una de referencia en posicién del rayo de luz.
sustancia. . 19. Se gira (5) “Shutter Switch” en posicién

2. En la determinacion de la estructura molecular. “OPEN”". Generalmente la aguja se mueve de

3. En’los anilisis cualitativos y cuantitativos de cero. ' .
mezclas o radicales, tales como fosfatos, silica- 20. Se lleva la aguja a cero con (9) “Slit Control”
tos, nitratos en el agua de mar, etc. v con (8) “Sensitivity Control”. Si la aguja se

4. En el estudio de la velocidad y del mecanismo pega a la izquierda el signal dptico es demasia-

+de las. reacciones quimicas, tales como las de do grande, por consiguiente el Slit Switch debe-
polimerizacién de macromoléculas, en la bioquli- 'ra ser reducido con ayuda de (9) “Slit Control”
mica, biologia, etc. o la sensibilidad disminuirid con ayuda de (8)

“Sensitivity Control”.
§. MANEJO DEL INSTRUMENTO 21. Con (5) “Shutter Switch” se lleva a CLOSE.
22. Con (6) “Sample Positioner” se mueve la celda

1. Se coloca (5) “Shutter Switch” en posicién que contiene la muestra en posicién del rayo de
“CLOSE”. luz.

2. Se pone (12) “Function Switch” en posicién 23. Se ajusta (12) “Function Switch” a la escala de
“CHECK 100". ‘ 0 - 100 (g).

3. Se coloca (17) “Zero Suppression Switch” en po 24. Con (11) “Transmittance-Absorbance Control” se
sicién “OFF”. ' balancea la aguja a cero.

4. Se pone (18) “Screen Bias Switch” en posicién 25. Qe lee la extinsién en la escala inferior directa.

Las soluciones a medir deben estar libre de par-
ticulas en -suspension.

u3n.

el

Se coloca (14) “Power Switch” en posicién “ON”.
Se gira (15) “Filament Temperature Switch” a
posicién “OFF” (a).

Se deja 3 minutos para que se estabilice el sis-
tema (b).

Se selecciona la lampara de tungsteno girando
(1) “H2 Source Selector” en sentido contrario a
las agujas del reloj (c).

mente cuando se usa la escala de 0 - 100 (h) e . -
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NOTAS

a. Se coloca en posiciéon «“Warm-UP"” si se usa lam-
para de hidrégeno, ademas debera girarse (19)
“Source Circuit Switch” a posicion Ha.

b. El tiempo completo de la estabilizacién es apro-
ximadamente una hora.

¢. En sentido de las agujas del reloj para la lam-
para de hidrégeno.

d. Cuando se usa la lampara de hidrégeno se deja

(15) “Filament Temperature Switch” por espa-
cio aproximado de 30 segundos en posicion
“WARM UP”. Se enciende la lampara girando
el switch a posicién 1. Después que la lampara
se ha encendido se coloca “el switch” a posicion
6 6 a nimeros mas altos en el cual la lampara
es estable.. La lampara esta encendida cuando
emite un caracteristico resplandor morado.
Si la lampara no calienta se regresa “el switch”
a posicién “WARM UP” por un intervalo mas
_grande y luego nuevamente se€ coloca en posi-
cion 1.

e. Siempre debe cuidarse que (5) “Shutter Switch”
permanezca en posicion “CLOSE” antes de abrir
el compartimiento de la muestra porque de lo
contrario los fototubos pueden malograrse por
la luz del laboratorio.

f. Se ajusta (12) “Function Switch” en la escala de
0-10 para muestras de minima transmitancia
(10%) y 90-100 para muestras de altisima trans-
mitancia (90-100% de transmitancia).

g. Cuando se usa de 0-10 se adiciona 1 a cada va-
lor. Ejemplo: 0.126 se debe leer 1.126.

h. En la escala superior se lee el % de transmision.

ii 0 — 110% T. en el rango 0 — 100,
0 — 1% T.enelrango 0 — 10,y
90 — 110% T. en el rango 90 — 100.

ANALISIS POR ESPECTROFOTOMETRIA
EN EL INFRARROJO

1. INTRODUCCION

La espectrofotometria IR es ideal para andlisis cua-
litativos y cuantitativos de sustancias organicas. Tam-
bién se aplica a compuestos inorganicos en forma limi-
tada, debida a la intensa absorcion por el agua de la
radiacién IR.

Abarca un rango de 0.8 a 1000 u de longuitud de
onda ( A) en el espectro de la luz y esta subdividida en
tres regiones.

IR, cercano (0.8 - 2.5 n): Region de los sobretonos, en
el cual se trabaja con oOptica de cuarzo y re-
presenta un espectro de vibracion-rotacion.

IR, medio (2.5 - 50.u): Comprende regiones del espectro
de vibracién-rotacién dando bandas fundamen-
tales de los grupos funcionales, por lo tanto se

usa:

NaC(Cl . . 25 a 15 de A (longitud de onda)
BrK . 25 a 30 n de )\ (longitud de onda)
BrCs . . 25 a 50 de )\ (longitud de onda)

IR, lejano (50 - 1000 u): Comprende la region del es-
pectro de rotacién molecular.

2. FUNDAMENTO

Se basa en el fenémeno de absorcién de la radiacion
por las moléculas de gases, liquidos o solidos en la re-
gion del IR medio (2.5-50 ).

La absorcién en el IR es muy activa, ya que todas
las sustancias tienen absorcion en esta region, sea orga-
nica o inorganica, mostrando generalmente muchas ban-
das que estan completamente relacionadas con la pre-
sencia de ciertos grupos de atomos llamados grupos
funcionales y con la estructura de la sustancia.

El espectro de una sustancia que se produce en la
region IR esta representado por una serie de bandas
que tienen su origen en los cambios que ocurren en los
movimientos de vibracién y rotacién de la molécula.

Movimiento de vibraciéon es una fuerza de repul-
sion (nucleos) y atraccidn (electrones), como consecuen-
cia de fuerzas opuestas: la repulsiéon de los nucleos
atémicos en la molécula y la atraccién de la fuerza de
enlace debido a los electrones de valencia. Los cambios
de la frecuencia dan lugar a la absorciéon de la radia-
cion.

En un registro IR se muestra lo que ocurre dentro
de las moléculas (o de sus grupos funcionales) tales co-
mo: —OH, —NH., —CO, =CO, =CH, =CH:, —CH3 vy
otros: mientras que en-los registros de ultravioleta se
muestra lo que sucede entre y dentro de los niveles elec-
trénicos en el interior de los atomos de la muestra.

Como estos grupos funcionales absorven energia
caracteristica a una longuitud de onda y a una frecuen-
cia determinada, -hacen posible identificar a ellos en
una muestra, usando varias técnicas de IR.

3. INSTRUMENTAL

Una representaciéon esquematica del instrumento
IR es mostrada en la Fig. 5 la cual puede trabajar indi-
terentemente en los modelos de doble haz y de simple
haz. ‘

En el modelo de doble haz, la fuente emite radiacion
IR estable, la cual es separada en dos haces. Un haz es
dirigido al trayecto de la muestra y el otro al trayecto
de referencia del compartimiento de la muestra. A tra-
vés del compartimiento de la muestra cada haz es dirigi-
do al mecanismo alternador de haces, el cual consiste
en dos espejos que rotan alternativamente dirigiendo a
los dos haces a lo largo de sus respectivas trayectorias
a 10 ciclos por segundo. Del espejo alternador de haz
los haces van directamente hacia un trayecto idéntico
en el pulso alterno de energia, los cuales son filtrados
por uno de los seis filtros interferentes, el cual trans-
mite solamente regiones especificas del espectro. Los
haces transmitidos de energia radiante pasan a través
de la rendija de entrada al monocromador en donde
son reflejados por un espejo colimador sobre una de
las dos salidas de precision de la red de difracciéon. La
red dispersa de la radiacién incidente es reflejada re-
gresando al espejo colimador. La radiacién dispersa-
da es dirigida sobre la rendija de salida. Como la
red gira, una banda cerca de la radiacion emerge de
la rendija de salida y es dirigida al detector termocu-
pla. Cuando los haces de la muestra y de la referencia
son de igual intensidad, el sistema detector no genera
sefial. Sin embargo, cuando la muestra absorbe energia
los haces son de intensidad diferente, los cuales gene-

7
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Fig. ¢ ESPECTROFOTOMETRO Beckman DU-2 (Tomado del Manual de Instruccién Espectrofotémetro Beckman)

ran una senal en el sistema detector, la cual es propor-
cional a la diferencia de energia de los dos haces. En
contestacién a esta sefial un atenuador 6ptico es insta-
lado en el trayecto de referencia para decrecer la ener-
gia de la referencia hasta que el balance sea restaura-
do. Como el registro va mecanicamente parejo a la po-
sicién cero del atenuador Optico, éste da una indica-
cién directa de la transmitancia, registrandose un es-

pectro de la muestra, transmitancia vs. longitud de

onda o numero de onda.

4. METODOLOGIA

En los andlisis de IR cualitativos se presentan los
siguientes casos:
Cuando la muestra es sélida:

1. Se pesa 1 mg de la sustancia por analizar.

2. Se pesa de 100 - 200 mg de un halogenuro dé 4l-
cali, ejemplo Brk.

3. Se trituran ambos juntos y luego se secan, para
eliminar 'la humedad.

4. Se comprime a alta presién (25000 psi).

5. Se obtiene un pequefio disco de aproximada-
mente 10 mm de didmetro y de 1 - 2 mm de es-
pesor.

6. Se coloca en el instrumento y se obtiene el re-
gistro correspondiente. o

Cuando la muestra es liquida, se emplea Nujol,
aceite o hexaclorobutadieno, los cuales tienen pocas
bandas de absorcién. Luego se hace una pasta que debe
tener aproximadamente de 0.01 - 0.05 mm de espesor y
debe dar la mayor transmitancia posible. Enseguida
se registra en el instrumento.

Cuando la muestra es gaseosa: se mide aproximada-
mente en celdas de 10cm de longitud. La celda se lle-
na a través de una aguja hipodérmica. Se usa para de-
terminar estructuras finas racionales.

En los andlisis cuantitativos se usa una de las si-
guientes técnicas:

1. Meétodo de linea base: se elige una banda de ab-
sorcién de la muestra, la cual no debe caer dema-
siado préoximo a las bandas de otros componen-
tes de la matriz. El valor de la energia radiante
incidente (Po) se obtiene dibujando una linea rec-
ta tangente a la curva de absorcién espectral en
la posicién de la banda de absorcién de la mues-
tra. La transmitancia P se mide en el punto de
maxima absorcién (Fig. N* 6), luego se grafica
log (Po/P) vs. concentracién (Fig. N¢ 8).

2. Meétodo de la proporcién empirica; El valor de
la energia radiante se obtiene tomando el méxi-
mo de absorcién P y el minimo de absorcién Po
(Fig. N° 7), luego se hace el grafico log (Po/P)
vs. concentracién (Fig, N° 8).
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Fig. 5 ESQUEMA DEL CIRCUITO OPTICO DEL ESPECTROFOTOMETRO IR
(Tomado del Manual de métodos de investigacién en el ambiente acudtico)

Por convencioén las posiciones de las bandas son
nombradas en unidades de numero de onda W) el
cual es expresado en recfproco de cm (cm?), usual
mente mencionado como frecuencia de banda. Sin em-
bargo la unidad real de frecuencia (V9 es dada en re-
ciproco de segundo (seg™*). Un término alternativo
(\), longitud de onda medida en micrones (J1) es usa-
do también para indicar la posicién de la banda. La
relacién de estas unidades se encuentra en las siguien-
tes expresiones:

1 ‘ c
V= —5— V= =
Donde:
C = Velocidad de la luz
V™ = Frecuencia
N = Longitud de onda
Numero de onda

V=

Debido a que la absorcién dada a una cierta lon-
gitud de onda (\) es proporcional a la concentracion
del grupo funcional, la ley de Lambert - Beers es valida.

5. APLICACIONES

El espectro IR es usado para determinaciones de
muestras soélidas, liquidas y gaseosas o en solucién.

Se usa en la investigacién de varias maneras:

1. Para seguir el desarrollo de muchas reacciones
quimicas mediante el examen de muestras tra-
tadas convenientemente.

2. En la identificaciéon y estudio de la estructura
molecular. Si el espectro no contiene la absor-

cion tipica de cierto grupo funcional la molécu-
la no contiene dicho grupo.

3. En las identificaciones de compuestos en ¢l agua
de mar, los cuales son extraidos mediante técni-
cas adecuadas. Ejemplo: determinacién de Car-
bon Orgénico disuelto y particulas de carbén en
el agua de mar, usando el IR analizador auto-
matico 215 B.

La interpretacién de los espectros requiere de una
serie de factores los que dan una orientaciéon y asig-
nacién a las diferentes bandas de las vibraciones de los
atomos o grupos de atomos que forman la molécula.
Las frecuencias de absorcién de la molécula depende
de tres caracteristicas: los atomos que forman la mo-
lécula, la fuerza del enlace quimico y la geometria es-
pacial o distribucién espacial de los idtomos en la mo-
lécula (estructural). Estas caracteristicas permiten di-
ferenciar una especie de otra, ademas indican si los
4stomos son livianos o pesados. La frecuencia de los
Atomos livianos se realiza a frecuencia mas altas (cor-
tas) y los pesados a frecuencias mas bajas (grandes).

6. MANEJO DEL INSTRUMENTO

Espectrofotometro IR - 215 B

1. Se conecta el instrumento al circuito de la co-
rriente. Se coloca “Power” en posicién “ON” y
se deja calentar por una hora.

2. Se regula “Sensibity” a 030 para el andlisis de
Carbén Organico disuelto y a 010 para el ana-
lisis de Particulas de Carbon.

3. Se regula la velocidad del flujo del gas trans-
portador (02) a 200 ml/minuto.

4. Se coloca la ampolla conteniendo la muestra en
el destructor de ampollas.
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5. Se espera que el CO: atmosférico contaminante
fluya del sistema (al cabo de % 1 minuto apa-
recerad un pequeiio pico).

6. Con la ayuda de un alicate de pinza se rompe el
extremo de la ampolla y se empuja la cidnula
hacia abajo dentro de la solucién.

7. El detector del espectrofotometro medira la in-
tensidad de absorciun, el cual es proporcional a
la concentracién.

8. Después que la ampolla es analizada se reem-
plaza rapidamente con otra ampolla.

Log (%)
-T== CONCENTRACION o
Po Po
P Fig. 8 Log (—) vs. CONCENTRACION
P
\ ANALISIS POR ESPECTROFOTOMETRIA

Longitud de Onda

Fig. 6 ESQUEMA METODO DE LA LINEA BASE (Tomado del texto
Métodos Instrumentales de Andlisis por Willard-Merrit)

Transmitancia

Transmitancia
Supuesta 100%

R

Fig. 7 ESQUEMA: METODO DE LA PROPORCION EMPIRICA
(Tomado del texto Métodos Instrumentales de Andlisis
por Willard-Merrit)

ESTANDARIZACION

Hacer pasar una serie de muestras estandares de
CO2 con 800 6 900 P.P.M. y EDTA, para construir cur-
vas de trabajo que se utilizardn en la determinacién
de Carbén Orgénico disuelto y particula de carbén
respectivamente. i

Con las lecturas de los estdndares hacer un grafi-
co, 4rea de pico versus concentracién en ug C/lto o
mgr C/lto.

Debido a las fluctuaciones en la linea de voltaje
y a la dificultad de producir exactamente la continui-
dad de flujo de gas transportador, es necesario correr
curvas estdndares con cada corrida de muestra.
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DE ABSORCION ATOMICA
1. INTRODUCCION

La absorcidon atémica es un método usado en ana-
lisis' cualitativos y cuantitativos, que permite la deter-
minacién de la mayoria de los elementos presentes en
una muestra en solucién. Es importante porque hace
posible determinaciones de concentraciones muy bajas
en el rango de trazas.

2. FUNDAMENTO

La absorcién atémica se basa en la propiedad nc
los atomos que dice: “El 4tomo al estado libre sélo
absorbe radiacién electromagnética que es capaz de
emitir”. Esta absorcién produce un diminucién de la
intensidad de la radiacién emitida la cual es medida
para darnos la concentracién del metal en la muestra.

M* s h VvV 4+ M
hV” = radiacién emitida
M* = metal excitado libre
M® = 4atomo libre

V™ = frecuencia

h = constante de Planck

En la prictica los iones metalicos en solucién son
llevados al estado de vapor atémico mediante el uso
de una fuente de energia, como por ejemplo, la llama
aire-acetileno. En dicho estado absorbe fuertemente
la radiacién caractéristica emitida por el mismo metal,
mediante la ldAmpara de cidtodo hueco del elemento a
analizar. Esta absorcién es proporcional a la concen-
tracién del elemento metalico.
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3. INSTRUMENTAL

Las partes basicas de un instrumento de absorcion
atémica son: fuente de energia radiante, atomizador
(quemador), sistema 6ptico (monocromador), detector y
amplificador, y sistema de lectura (ver figura N¢ 9).

1. La fuente de energia radiante es una lampara
de catodo hueco que emite la radiacién caracte-
ristica del elemento que se desea analizar.

2. El atomizador (quemador), sirve para vaporizar
la muestra y llevar al estado atémico al metal
que se quiere determinar, usando llama de alta
temperatura.

3. EI sistema optico esta formado por el monocro-
mador que sirve para separar la longitud de on-
da del elemento a analizar:

4. El detector y amplificador es un sistema para
la medida de la intensidad absorbida, la cual es
multiplicada para ampliar la senal, lo que cons-
tituye el fotomultiplicador.

5. El sistema de lectura da los resultados de la
intensidad medida, expresada en términos de
absorcién o directamente en concentracion.

2. La técnica de adicién, la cual se usa para eli-
minar la interferencia por masa o matriz, es de-
cir, cuando no es posible reproducir en los es-
tandares las condiciones de la muestra. Con-
siste en preparar por lo menos 4 soluciones que
tengan la misma cantidad (C,) de la muestra
problema mas una cantidad conocida de con-
centracién del elemento que se va a analizar.
La concerntracion de la muestra problema (Cy)
se hallara segun indica la (Fig. N¢ 11).

5. APLICACIONES

Los anilisis por absorcion atémica son usados tan-
to en la industria como en las diversas disciplinas de
la ciencia (agricultura, medicina, mineria, pesqueria,
etc.), debido a su gran exactitud y precisién, ya que es
altamente especifico y no presenta interferencia éptica.
Ademds es mas facil obtener elementos al estado até-
mico que excitados en un 99%. Actualmente es posi-
ble la determinacién de trazas de una concentracién
menor de 1 ppm, y se aplica a mas de 50 elementos.

Es un método comin en los estudios de contaminacién
en el agua.

LAMP. C.H. LENTE LENTE

— H
-]

MEDIDAS DE
LECTURAS

><—\

DETECTOR

MONOCROMADOR

OXIDANTE — ~-——COMBUSTIBLE

MUESTRA

QUEMADOR

AMPLIFICADOR

Fig. 9 DIAGRAMA DE LAS PARTES DEL ESPECTROFOTOMETRO DE ABSORCION ATOMICA

4. METODOLOGIA

En las determinaciones cuantitativas se usan dos
técnicas:

1. La técnica de la curva de patrones, la cual con-
siste en preparar una serie de soluciones de con-
centraciones conocidas del elemento que se'va
a determinar, las cuales son preparados en las
mismas condiciones que la muestra problema.
Luego sd mide en el instrumento el % de absor-
cién correspondiente a cada muestra de concen-
tracién conocida y se transforma a absorbancia
mediante el uso de tablas. Con estos datos se
construye el grafico absorbancia vs. concentra-
cién el cual es usado para el cilculo de la con-
centracién de la muestra problema (Fig. N° 10).

6. MANEJO DEL INSTRUMENTO

Espectrofotémetro de absorcién atémica Jarrell
Ash Dial-Atom II.

1. Se conecta el instrumento al circuito de co-
rriente.

2. Colocar “POWER” en la posiciéon “ON” y ca-
lentar por 30 minutos.

3. Se coloca la lampara de catodo hueco corres-
pondiente al elemento que se va a analizar.

4. Se calibra la altura horizontal y vertical del que-
mador.

5. Llevar la intensidad de corriente de la lampa-
ra al amperaje indicado (miliamperios) segin
el catodo empleado.

11
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6. Nivelar el haz emitido por la lampara de catodo
hueco.

7. Abrir las llaves generales de los balones del aire
y el acetileno y regular la velocidad del flujo del
gas en el mandometro. Ejemplo: 30 Psi para el
aire y 15 Psi para el acetileno.

8. Encender el quemador y seleccionar el ‘“FUEL”
y el “OXIDANT” hasta obtener una buena com-
bustiéon con la ayuda de los botones de la es-
cala numérica.

9. Se hace pasar agua destilada a través del ne-
bulizador.

10. Seleccionar la linea de longuitud de onda de
maxima absorcién del elemento a analizar.

11. Calibrar el 0 % y 100% de absorcién con los si-
guientes controles: .

Con el “ZERO” llevar a 100% de Abs.

Con el “GAIN” " . 0% ,

El “DAMPING” puede estar en (1 6 2).

12. Quitar el agua destilada y colocar la muestra a
analizar.
13. Se lee el % ce absorcién de la muestra.

14. Segin la técnica que se utilice hallar las con-

centraciones requeridas. ‘

CONCEN- ABSOR-
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Fig. 11 TECNICA DE ADICION

ANALISIS DE NUTRIENTES CON EL
AUTOANALIZADOR “TECNICON"

1. INTRODUCCION

El sistema del Autoanalizador permite realizar los

- andlisis de aguas en el mismo lugar donde se extrae la

muestra, con gran rapidez y seguridad, y es usado en

una serie de analisis quimicos y bioquimicos, a través

de procesos de analisis de flujo continuo. Generalmen-
te se canalizan de 50 a 120 muestras por hora.

El anilisis es automdtico y las reacciones quimicas
se llevan a cabo en las corrientes continuas segmenta-
das por aire. El flujo de la corriente (o de las corrien-
tes) es llevado a través de tuberias plasticas de modu-
lo a médulo, cada una de las cuales realiza una fun-
cién diferente: muestreo de las muestras estandares y
desconocidas, distribucién de reactivos, purificacién y
filtracién, calentamiento, deteccién y registro.

12

2. FUNDAMENTO

El Autoanalizador II se basa en los principios fun-
damentales de la colorimetria. Para la determinacién
de nutrientes en el agua de mar, las muestras son tra-
tadas con reactivos que dan como resultado soluciones
coloreadas, las cuales son medidas aplicando la ley de
Lambert y Beer que relaciona la intensidad de la luz
absorbida con la concentracién de la muestra,

3. INSTRUMENTAL

El sisterna Autoanalizador II consta de las siguien-
tes partes:

1. Muestreador, el cual es un médulo que consis-
te de un plato receptor con capacidad para co-
locar 40 muestras.

2. Bomba de proporcionamiento y Multiple Anali-
tico, la cual proporciona flujo continuo, de
acuerdo a los requerimientos del analisis.
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Fig. 12 DIAGRAMA DEL CIRCUITO INTERNO DEL AUTOANALIZADOR

3. “Manifold”, en el cual la muestra y reactivos son
mezclados, calentados, dializados y diluidos de
acuerdo con los requerimientos del método. Ca-
da tipo de analisis tiene su propio “Manifold"”.

4. Colorimetro, en donde la intensidad del color
desarrollado es medido. Esta -provisto de fil-
tros opticos de tal manera que una banda es-
trecha de longitud de onda es usada para me-
dir el nivel de la concentracién del elemento o
compuesto, en la muestra. ‘

5. Aparato Registrador, en el cual aparece una se-
rie de crestas en el grafico del registrador, como
resultado de la medicién del colorimetro. Algu-
nos aparatos disponen ademas de un impresor
digital.

La operacién del Autoanalizador es la siguiente:
después que las cubetas conteniendo las muestras y los
reactivos son colocados en el muestreador una bomba
de proporcionamiento de canales multiples, operando
continuamente, la lleva una tras otra, junto con las co-
rrientes de reactivos dentro del sistema. Las muestras
v los reactivos ya mezclados en condiciones controla-
das, causan una reaccién quimica dando como resulta-
do una coloracién. La intensidad del color desarrolla-
do es medida mediante un colorimetro cuyo resultado
es mostrado en una serie de crestas en el grafico del
registrador (ver Fig. N¢ 12).

4. METODOLOGIA

Se usa estandares de concentraciones conocidas y
luego se grafica concentracion vs. valores de la salida
del impresor digital. La relacion es lineal.

5. APLICACIONES

Fl sistema autoanalizador se usa:

1. En la oceanografia: instalado a bordo o én el
laboratorio de tierra, en las determinaciones de
fosfatos, silicatos, nitratos, nitritos, amonio, co-
bre, hierro, etc. Las ventajas son: (a) la rapi-
dez de los analisis (40 muestras por hora); (b)
la obtencién de resultados inmediatos en el mis-

mo lugar en donde se han extraido las mues-
tras, permitiendo de esa forma una planifica-
ci6én oportuna segun los objetivos de la inves-
tigaciéon, y (c) evita la descomposicién de la
muestra, ya que los analisis se realizan en el
momento de su toma.

2. En estudios de contaminacion: para determinar
las areas de contaminaciéon y la concentraciéon
de algunos de sus contaminantes (cianuros, cro-
mo, cobre, etc.).

3. En la industria farmaceitica: en el control de
vitaminas, antibiOticos, aminodcidos, enzimas,
carbohidratos, etc.

4. En la industria pesquera: para los anflisis de
agua y proteinas en la harina de pescaro.

5. En la agricultura; para la determinacion de ni-
trégeno, nicotina, azucares, aminoacidos, etc.

6. En fertilizantes y en la industria metalirgica (en
el control de niquel, fierro, cobalto, sultatos,
etc.).

MANEJO DEL INSTRUMENTO

1. Conectar el instrumento al circuito de corrien-
te, chequear el papel del registrador, el impresor
digital, el nivel del liquido de los reactivos, agua
de lavado y depdsito del desagiie.

2. Se coloca en el colorimetro los filtros y fototu-
bos de acuerdo a la longuitud de onda seleccio-
nada y chequear el dispositivo de reversién y
las aperturas “A” y “B”, las cuales deben estar
completamente abiertas.

3. En el muestreador se coloca la leva adecuada
a la velocidad de registro de la muestra (ejem-
plo: 40 muestras/horas). '

4. Se enciende los modulos a excepcién del mues-
treador y de la carta movible del registrador.
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5.

10.

11.

Empezar a bombear el agua colocando la plata-
forma sobre la bomba.

Chequear el calentamiento del bafio de tempe-
ratura, si éste es requerido por el método y en-
seguida bombear los reactivos por quince minu-
tos.

En el Impresor Digital poner “MODE” a “NOR-
MAL”, “RANGE” en 1000, “SAMPLING RATE"
a la proporcién que indica la leva del muestrea-
dor.

En el Colorimetro:

a) Girar el interruptor rotatorio ¥ZERO" has-
ta obtener cero en el registrador, con la ayu-
da de un destornillador.

b) Ajustar el control “ZERO” hasta que la me-
dida de la concentracion indique 0000 en el
Impresor Digital.

c) Girar el interruptor rotatorio a “FULL SCA-
LE” para obtener 100 en el Registrador,
con la ayuda de un destornillador.

d) Ajustar el control “CAL” hasta que la medi-
da de la concentracién indique 1000 en el
impresor digital.

e) Colocar el control “BASE LINE” en el pun-
to medio.

f) Colocar el interruptor rotario a ‘“NOR-
MAL"” y ajustar la apertura como sea reque-
rido para obtener cero en el registrador (una
apertura debe permanecer abierta al limite).

g) Ajustar “BASE LINE” para obtener 0000 en
el impresor digital; se pone el interruptor
rotario en la posicién adecuada si es reque-
rido.

Poner las copas en la bandeja de muestras y
presionar “ON” en el muestreador para aspirar
la primera muestra. Luego se para el muestrea-
dor por un minuto 0o un minuto y medio y nue-
vamente se activa el muestreador (las copas 1
¥y 2 deberdn contener los estandares de maxima
concentracion que indica el método).

En el Impresor Digital:

a) Seleccionar “RANGE” como sea necesario
para la concentracién de la primera copa,
luego en el colorimetro se ajusta el control
“STD CAL” para obtener el valor de ensayo
en la medida de la concentracion.

b) Presionar el botén “START PRINT” cuando
la concentracion se hace constante y los nu-
meros empiecen a decrecer.

c) Observar la segunda muestra y ajustar el
tiempo de Impresiéon como se requiera.

d) Dejar correr las demas muestras. (La im-
presién es automadtica).

Terminado el analisis lavar con agua destilada
el sistema por 15 minutos. Apagar todos los
mdédulos, sacar la plataforma de la bomba y
guardarlos en posicién invertida.

ANALISIS POR FOTO-OXIDACION
ULTRAVIOLETA

1. INTRODUCCION

La fotooxidaciéon con radiacién ultravioleta es un
proceso fisico-quimico que es usado como una parte
de la metodologia en la determinacién de ciertos com-
puestos que necesitan urn tratamiento previo con una
radiacién de alta frecuencia, para lograr de este modo
la liberacién del compuesto que se desea determinar.

En los andlisis espectrofotométricos algunas ve-
ces resulta mucho mas conveniente la utilizacién de la
fotooxidacion con radiacion ultra-violeta que la utili-
zacion de una oxidacidon con agentes oxidantes tradicio-
nales, ya que estos ultimos muchas veces dan como
productos, compuestos que desarrollan coloraciones
que interfieren con el color del compuesto que se de-
sea analizar.

2. FUNDAMENTO

El fundamento de este método se basa en el fené
meno fisico-quimico de oxidacién-reduccién. Este mé-
todo de oxidacién por radiacién ultravioleta es usado
principalmente para la oxidacién de compuestos orga-
nometalicos y de compuestos organicos solubles de ni-
trégeno, fésforo y carbono, en los que posteriormente
se va a realizar una determinacién espectrofotomé-
trica.

La exposicion de agua oxigenada a una radiacién
ultraviolcta de alta intensidad, cataliza la oxidacién de
todas las moléculas organicas que contienen en su es-
tructura los elementos por analizar.

El tnico reactivo que se usa es el peréxido de hi-
drdgeno, el cual desempefia un papel de coadyuvante
en la oxidacion y que luego se reduce dando un pro-
ducto final de agua liquida que no interfiere el ana-
lisis.

1. OXIDACION DE COMPUESTOS ORGANICOS

DE FOSFORO

La exposicion del agua de mar a irradiacién ul-
travioleta libera los enlaces fosforo orginico co-
mo ortofosfato inorganico. La diferencia de
concentracion de fosfato entre muestras irra-
diada y no irradiada dara la medida de fésforo
organico..

2. OXIDACION DEL CARBON EN MATERIA

ORGANICA

La oxidacién total de la materia organica puede
ser llevado a cabo por irradiaciéon durante una
hora en presencia de una o dos gotas de H;0, al
30%. La reaccion sigue una cinética de primer
orden a una proporcién constante de aproxima
damente 0.05/min. Las investigaciones indican
una produccidén cuantitativa de CO: como un
producto final de este proceso.

3. OXIDACION DE COMPUESTOS ORGANICOS
DE NITROGENO
El ion amonio y materia nitrogenada soluble
puede ser oxidada en presencia de oxigeno di-
suelto (una o dos gotas de H202) y de radiacién
ultravioleta para dar cuantitativamente iones,
nitratos y nitritos.
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3. INSTRUMENTAL

El equipo de foto-oxidacién ultrav1oleta consta de
dos moédulos:

1. La fuente de radiacién ultra-violeta, y
2. La fuente de suministro de poder.

1. La ldmpara de Mercurio:

Es la. fuente de radiacién ultravioleta de gran
intensidad, la cual produce los vapores metali-
cos (de Hg).

El funcionamiento de la lampara se basa en el
principio del “EFECTO TERMOIONICO”, que
consiste en el paso de la corriente eléctrica en-
tre dos electrodos introducidos en una atmésfe-
ra de vapor de mercurio que produce inicial-
mente un calentamiento de los mismos, lo cual
induce a la emisién termoidnica del filamento,
de tal manera que cuando la corriente de ca-
lentamiento se corta y se aplica a través del tu-
bo que los contiene, el voltaje total de la linea;
produce una descarga entre los electrodos,
que inicialmente es conducida por el gas inerte
del tubo. A medida que el calor producido por
la descarga vaporiza el mercurio, la radiacién
producida por el metal aumenta en intensidad
y llega a sobrepasar a la del gas inerte que es-
t4 contenido en la lampara.

El tiempo necesario para evaporar todo el mer-
curio dentro de la lampara y llevarlo a la pre-
sién de trabajo (entre una o dos atmésferas) es
llamado “PERIODO DE CALENTAMIENTO” y
requiere de cinco minutos, aproximadamente.

2. Suministro de Poder:

Es el médulo que se encarga de transformar la
corriente de 220 voltios y 60 ciclos a la necesa-

ria para el correcto funcionamiento de la lam-
para y de los accesorios adicionales al instru-

mento.

4. METODOLOGIA

1. Llenar los tubos de cuarzo con la muestra (acuo-
" sa), dejar espacio suficiente para la expansién
de .la muestra por la temperatura.

2. Agregar una o dos gotas de H202 (30%) para te-
ner exceso de O disuelto, luego se inserta la
tapa de vidrio esmerilada lentamente y se mez-
cla cuidadosamente. (No engrasar la- tapa).

3. Colocar el tubo de muestra en la unidad de fo-
tooxidacién, usando el portador de muestra e

irradiar por el tiempo necesario para el respec-
tivo andlisis.

5. APLICACIONES

1. En las determinaciones de fosforo, mitrogeno y
carbén organico en el agua de mar.

2. En la descomposicion de compuestos o6rgano-
metalicos.

3. Para proveer muestras libres de materia organi-

ca para cultivos y en andlisis de nutrientes y
vitaminas.

6. MANEJO DEL INSTRUMENTO

1. Se conecta el instrumento al circuito de co-
rriente.

2. Se coloca el tubo de cuarzo conteniendo la
muestra por analizar.

3. Colocar el interruptor de la fuente de poder en

~ “ON” y dejar quince minutos.

4. Poner el interruptor selector en “AUTOMA-
TICO”. .

5. Se selecciona el tiempo de exposicién de la
muestra de cero a seis horas, de acuerdo al ana-
lisis por realizar.

6. Después del tiempo de exposicién, se coloca en
en “OFF”, dejando enfriar la ldmpara (20-30 mi-
nutos) antes que el arco sea nuevamente encen-
dido.

ANALISIS POR CROMATOGRAFIA
DE GASES

1. INTRODUCCION

El andlisis por cromatografia de gases es el més
moderno de los métodos cromatograficos.

La cromatografia liquido-gas permite analizar mez-
clas gaseosas en forma rapida y exacta, debido a lo
cual ha adquirido gran importancia y es usado en mul-
tiples trabajos de rutina y de investigacion.

2. FUNDAMENTO

La cromatografia de gases es un método fisico de
separacion de los componentes de una mezcla, la cual
depende de la diferencia de los coeficientes de distri-

bucién de los componentes entre una fase fija y una
fase movil:

cantidad de fase fija

cantidad de fase moévil
Donde:

K = coeficiente de distribucién

En el andlisis cromatograrico la muestra es vola-
tilizada a una elevada temperatura. El gas transporta-
dor (usualmente N2) lleva los componentes a la colum-
na. . :

Todo componente tiene una solubilidad caracteris-
tica en el liquido y en el gas, los més solubles en el
gas seran eluidos primero, y los solubles en el liquido
vendrdn después. Cuando los componentes pasan a la
columna entran al detector, el cual da una respuesta
eléctrica de los componentes registrdindose los croma-
togramas correspondientes.

El tiempo de inyeccién de la muestra ala apari-
cién de un componente (pico) se llama tiempo de re-
tencion, el cual debe ser constante. De este modo el
tiempo, de retencién es usado como una medida de
identificaciéon de los componentes.
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3. PRINCIPIO INSTRUMENTAL

El cromatégrafo de gas (Fig. 13) consta de seis
partes fundamentales:

Regulador de presién y medidor de flujo para el
abastecimiento del gas portador, un sistema de inyec-
cién de la muestra, la columna de separacién, el com-
. partimiento térmico, el sistema de deteccién, un regis-
trador de cinta grafica o algun otro dispositivo indi-
cador del rendimiento del detector.

1. La eficiencia de un cromatégrafo depende di-
rectamente del mantenimiento de la velocidad
de flujo del gas transportador, el cual debe ser
constante. Los contaminantes en el gas trans-
portador pueden afectar el compartimiento de
la columna, asi como la respuesta del detector.

2. La inyeccién de la muestra debe hacerse segin
el estado en que se encuentren. Las muestras

4. El compartimiento térmico encargado del con-
trol de la temperatura de la columna puede
llevarse a diferentes velocidades hasta un méa-
ximo de 60° C/minuto en los margenes de
temperaturas bajas y alrededor de 35¢ C/mi-
nuto a temperaturas mas elevadas.

5. Los detectores que son celdas de conductivi-
dad, registran el paso de los gases, tienen un
volumen aproximado de 025 ml. Consta de
una celda indicadora y otra de referencia,
constituyendo las dos ramas del puente
Wheatstone. Por la celda de referencia flu-
ve el gas vehiculo sélo y por la celda indica-
dora el gas vehiculo mas los componentes de
la muestra.

Los detectores pueden ser: detectores de con-
ductividad térmica, detectores de ionizacién,
detectores por densidad de los gases y otros,
siendo los més usados los de conductividad
térmica, los que reciben el nombre de Cate-

liquidas se inyectan con jeringas hipodérmi- rémetros
TERMOSTATO
INYECTOR
&
/1 CROMATOGRAMA

. REGISTRADOR
CONTROLADOR DETECTOR

DE

FLUJO

v
COLUMNA SECCION
TRANSVERSAL

(BOTELLA DE GAS
TRANSPORTADOR

Fig. 13 ESQUEMA: DIAGRAMA DE LAS.PARTES PRINCIPALES DE UN CROMATOGRAFO DE GASES
(Tomado del texto basic Gas Chromatography by H.M. Mc Nair and E. J. Bonelli).

cas, las muestras séolidas deben disolverse en
liquidos volatiles y las muestras gaseosas se
inyectan mediante jeringas especiales para gas
o por una valvula de muestreo llamada divi-
sora de corriente.

3. La columna cromatografica juega un papel
importante y por lo tanto se debe tener en
cuenta el material de fabricacion: acero. ino-
xidable, cobre, cupro-niquel, etc. Cuando son

. de vidrio ya sea en torma de U o en serpen-
tin, las extensiones pueden ser de 120-150 cm,
y cuanto mas larga sea, la deteccién sera
mejor.
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6. Registrador de la sefial de la corriente, el
cual es un instrumento independiente conecta-
do al puente que amplifica y registra el dese-
quilibrio de éste, trazando sobre un papel el
cromatograma correspondiente.

4. METODOLOGIA

La identificacién y medida de los constituyentes
(andlisis cualitativo y cuantitativo) se realiza, general-
mente, en columna de diametro pequefio (aproxima-
damente 5 mm) y de 2 a 4 metros de largo, y con
muestras que fluctuan de 1 ml a 0.01 ml si son liqui-
dos y de 1 a 10 ml si son gaseosas.
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En los andlisis cualitativos, la identificaci.n de un
componente se debe principalmente a la accién sepa-
radora de la columna, en el cual el detector actua soélo
como informador. La columna separa los componen-
tes de la muestra que emergen a distintos tiempos de
retencién o volumenes de retencion que se manifiestan
en el eje de las abcisas del grafico. Para la identifica-
cién, frecuentemente se compara el cromatograma ob-
tenido con los de compuestos conocidos y puros. Cuan-
do en una mezcla se sospecha que un componente ya
identificado corresponda a un pico dado, se afiade a la
muestra problema una cantidad del componente puro
y se procede a tomar su cromatograma. Si aparece
un nuevo pico la prediccion es erréonea. Los datos de
retencién pueden obtenerse de la bibliografia o también
per determinaciones experimentales usando compues-
tos puros.

En los analisis cuantitativos pueden aplicarse las
siguientes técnicas:

a) Técnica del Estindar Interno:

Consiste en agregar una cantidad fija de una
sustancia elegida como estandar interno a can-
tidades diversas de la sustancia problema, cuya
identidad se conoce pero no la concentracién.
Para cada mezcla se obtiene un cromatograma
y se miden los picos (ya sea en éreas o alturas).
La altura de los picos tienen relacién lineal con
la concentracién, cuando la forma de la banda
es simétrica; ejemplo: cromatografia liquido-gas,
en el que se grafica:

altura del pico problema Vs.
altura del pico estdndar

% Concentracién
de la muestra

Luego se agrega la misma cantidad del estan-
dar a la muestra problema y se traza su croma-
tograma bajo las mismas condiciones de flujo
y temperatura que los estandares.

Luego se hace la relacién de alturas de picos y
se obtiene en el gréafico el porcentaje de la con-
centracién de la muestra.

b) Método de Normalizacién Interna:

‘Se mide el area de cada pico ya sea por’ inte-
gracién, midiendo con un planimetro o multi-
plicando la altura del pico por el ancho medio
de la curva. Este ultimo procedimiento es
inexacto en picos agudos donde el ancho es muy
pequefio.

La suma de todas las areas obtenidas de picos
dan un &area total que se considera el 100% en
concentracién. Por lo tanto la relacién de un
area de pico al total de area es como la relacion
de la concentracién del constituyente a 100%.

5. APLICACIONES

Se aplica en los anilisis cualitativos y cuantitati-
vos de toda clase de compuestos orginicos e inorgini-
cos, siempre que éstos sean convertibles a vapor. La
limitacién del método es el pun de ebullicién de los
componentes, a mas de 250°C como maximo, aunque s~
estan desarrollando equipos que permitan aplicar es-
te margen y alcanzar temperatura de 400-500°C.

También se usa:

a) En la separacién de los constituyentes de una
mezcla.

b) En el estudio de equilibrio de fases.

c) En la determinacién de entropias y energia li-
bre de las soluciones.

d) En el estudio de las conductividades térmicas.

e) En el estudio del mecanismo de orientacién di-
polo-dipolo.

f) En el estudio de fuerzas de Vander-Waals,
Debye y London.

6. MANEJO DEL INSTRUMENTO

El cromatografo de gases VARIAN AEROGRAPH
es operado siguiendo los siguientes pasos:

1. Ajustar las velocidades de flujo del gas portador:
hidrégeno y aire, de acuerdo al detector selec-
cionado (cuando se usa detectorse de 3H. y 3Ni
s6lo es necesario gas portador). '

2. Poner en “ON" el interruptor principal de ener-
gia del panel de control.

3. Llevar los controles de temperatura del detec-
tor e inyector a la temperatura deseada.

4. Poner en “ON” el médulo programador de tem-

peratura y seleccionar la temperatura deseada

del horno de la columna.

Poner el interruptor “COLUMN-OVEN" a la po-

sicién “OVEN FAN” (la ldmpara sobre el inte-

rruptor debe encenderse).

6. Poner en “ON” el “Recorder” y seleccionar la
velocidad deseada.

7. Llevar el médulo “ELECTROMETER” a los pa-
rametros deseados con el detector seleccionado.

8. Verificar que todas las regiones térmicas estén
a la temperatura seleccionada y luego inyectar
la muestra problema al inyector apropiado.

9. En el cromatograma obtenido llevar los contro-
les del médulo “ELECTROMETER"” como sea re-
querido, y enseguida anotar los montajes de los
controles en el cromatograma.

w

ANALISIS POR TRIFOSFATO
DE ADENOSINA (A.T.P.)

1. INTRODUCCION

El trifosfato de adenosina (A.T.P.) es un indica-
dor de la cantidad de materia viviente, aunque no se
conoce a ciencia cierta su nautraleza. Es usado par-
ticularmente para estimar la biomasa microbial en el
ambiente acuitico, especialmente debajo de la zona
eufética, donde no hay otro indicador conveniente.

Es muy importante la determinacién de A.T.P. en
el estudio de muchos aspectos de reacciones de Biolu-
miniscencjia y luminiscencia quimica.

2. FUNDAMENTO

Se basa en la determinacién cuantitativa de con-
centraciones extremadamente bajas de A.T.P. en
muestras biolégicas microbianas de colonias acuaticas:
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La determinacién cuantitativa del A.T.P. por bio-
luminiscencia depende: .

a) Del rayo luminoso de la enzima luciferasa, el
cual es especifico para el A.T.P.

b) De la velocidad de la reaccion, la cual es direc-
tamente proporcional a la concentracién del
A.T.P., asumiento que los otros reactantes es-
tdn en exceso. :

¢) De la emisién de un fotén de luz para cada mo-
lécula de A.T.P., el cual es hidrolizado.

La reaccién total es la siguiente:
Mgt

Luciferina (reducida) + ATP + O- —>
Luciferiasa

Luciferina (oxidada) + PP, 4+ AL + HO0 + h Vv~

Cuando una muestra que contiene A.T.P. es inyec-
tada en la preparacién de la enzima, hay una llamita
de luz en el rango de 560-580 mu de longuitud de onda.
La intensidad de la luz decae en forma exponencial tal
como se muestra en la fig. 14 en donde:

A = Tiempo de inyeccién de la muestra,
B = Periodo de decaimiento (15 segundos),
C =

Final de un minuto de periodo de integracion
de luz.
\

\>
s R
\\*‘:‘?’G?‘

A B c
Fig. N° 14

El 4rea BC bajo la curva es proporcional a la can-
tidad de A.T.P. de la muestra.

3. PRINCIPIO INSTRUMENTAL

Una vez que la muestra es colocada en el portador
de muestra, y adicionado el ATP, el “Slide dark” se
enciende inmediatamente y el haz de luz generado
choca al fotocatodo del fototubo, liberandose elec-
trones, los cuales caen como Iluvia a través del fotomul-
tiplicador produciendo una corriente proporcional a
la intensidad de la luz de Ia muestra, la cual es conver-
tida y amplificada para producir un voltaje proporcio-
nal. (Fig. N¢ 15). Luego este voltaje es alimentado hasta
llegar al convertidor de frecuencia donde se produce
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el pulso del atenuador, cuya frecuencia es proporcio-
nal al voltaje impuesto, el cual es graficado con la ayu-

-da de un cronémetro digital. La precisién del croné-

metro sigue el pulso del atenuador pasando a un con-
tador en donde es acumulado por un intervalo de tiem-
po prefijado. Al final de este intervalo la cuenta des-
plazada representa Ia integral:

t2
Cuenta desplazada: = C Iu.dt
’ t
Donde:
C = Es una constante determinada por una combi-

nacién del alto voltaje aplicado al fototubo y
al atenuador, la sensibilidad del fototubo y la
geometria éptica;

Ly = Es la intensidad de la luz emitida de la mues-
tra;

ti = Tiempo inicial;

tz = Tiempo final del periodo de integracién.

4. METODOLOGIA

La calibracién del instrumento Fotémetro A.T.P.
cs hecha realizando pruebas con cantidades conocidas
de A.T.P. El rango de aplicacién es desde 10°° mg
AT.P./ml a 1 mg A.T.P./ml

El instrumento desplaza CPM para una muestra
desconocida de A T.P, el cual es comparado con una
curva estandar para determinar la concentracién ab-
soluta de A.T.P. en la muestra. El tiempo de integra-
cién incorporado al fotometro A.T.P. es estandar.

También es posible estimar la concentraciéon de
A.T.P. en una muestra midiendo la altura del pico
de luz emitida, pero este valor depende de la rapidez
de mezcla de la muestra y de la preparacién de enzi-
ma, la cual es influenciada pPor su composicién qui-

mica. ‘

La precisién del método indica que la integral esti
cerca de la exactitud.

5. APLICACIONES

La investigacién precisa del A.T.P. tiene multiples
aplicaciones en el campo cientifico y se basa vinicamen-
te en la singularidad de moléculas de A.T.P., los cua-
les se encuentran en toda célula viva,

El A.T.P. se aplica en:

a) La determinacién de Biomasa Microbial en el
ambiente acuético;

b) La distribucién de la biomasa en sedimentos;

¢) En los estudios de polucién: en el monitoraje
de los efectos de las aguas de desechos y con-
taminantes en el ambiente marino. En la eva-
luacién del total de la poblacién microbial re-
lativo al total de material orgédnico en suspen-
sidén; .
d) En los estudios metabélicos y de control del
mecanismo celular;

€) Para diferenciar entre célula viva y célula
muerta; :

f) En los estudios de la cinética del crecimiento.
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Fig. 15 ESQUEMA: DIAGRAMA DEL FOTOMETRO A.T.P. (Tomado del Manual de Instruccion Fotémetro A.T.P.) 5
6. MANEJO DEL INSTRUMENTO Muchos compuestos quimicos tienen la pro
de fluorescer, es decir, absorber radiaciones de 5

Fotémetro JRB — A.T.P.

1.

2.

Rl o

Se conecta el instrumento al circuito de co-
rriente.

Se enciende el fotémetro JRB — A.T.P. presio-
nando el botén (5) “ON-OFF”. (Ver Figura N°
16).

Se selecciona el tiempo de intervalo de 60 se-
gundos, presionando el botén 4) “60 seg".

Se presiona el botén (3) “Resert”.

Presionar el botén (2) “Start Assay” y observar
la luz amarilla en este botén por 15 segundos.
Al final de los 15 seg. el color del bot6n (3) cam-
biara a verde y el periodo integral de los 60 seg.

~ empezara. ;

Al final de este periodo el boton (3) “Resert SC”
se iluminara indicando el fin de la integracion.
Para otra muestra se repiten los pasos del 3 al
7.

ANALISIS POR FLUORESCENCIA

1. INTRODUCCION

El
kes (1

término fluorescencia fue introducido por Sto-
952) y proviene del mineral fluorescente espato

de fluor (F:z Ca). Su aplicacion a la quimica analitica
se debe al desarrollo de los fluorémetros, los cuales
son aparatos equipados con fototubos o células foto-
eléctricas para la medida de las intensidades de fluo-
rescencia.

longitudes de onda mas larga. Bajo ciertas cc
nes una intensidad de fluorescencia puede rela

tud de onda corta para luego emitir radiacio
se facilmente con su concentracion. | g P an

) ‘.
Fotdmetro ATP o§§
10 3 :
T\ _
O IR
o é
® o 3&
Cero V. Adjust
~0O) O e §§
B
[ASSAY]
Atenuador % -— §
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Fig. 16 ESQUEMA DEL INSTRUMENTO FOTOMETRO A.T. P.
(Tomado del Manual de Instruccién Fotémetro A.T.P.)
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El interés analitico se debe a la extrema sensibili-
dad que puede obtenerse en la fluorometria cuantita-
tiva. Soélo en raras ocasiones se aplica a los andlisis
cualitativos, ya que los espectros fluorescentes son muy
inferiores a los de absorcién.

Existen grupos de compuestos que presentan la pro-
piedad denominada Fotoluminiscencia, es decir, que
cuando son expuestos a la accién de ciertas radiacio-
nes absorben longitudes de onda comprendidas entre
determinados valores que son fijos para cada elemen-
to y se denominan radiaciones excitantes, que luego
devuelven en idéntica forma una longitud de onda ma-
yor. :
Hay dos grupos fotoluminiscentes, que se distin-
guen por el tiempo de vida. La fosforescencia, la cual
varfa de 10— a 10 seg. o mas de vida media, y la
fluorescencia que varia de 10— a 10—8 seg. La radia-
cién emitida por los cuerpos fotoluminiscentes puede
cuantificarse, siendo directamente proporcional con su
concentraciéon.

2. FUNDAMENTO

La fluorometria es la medida y uso de la fluores-
cencia. El fenémeno de fluorescencia es medido en el
instante de emisién.de luz de un 4tomo o molécula,
que han absorbido luz. En este periodo de 10-8 se-
gundos antes que ocurra la emisién, se pierde ener-
gia, emitiendo luz (luz fluorescente) de longitud de onda
" mas larga que la absorbida (luz excitante).

La fluorescencia se basa en:

a) La excitacién de elementos quimicos a un ni-
vel electrémico superior, mediante la radiacién
electromagnética.

b) La pérdida de parte de la energia suplementa-
na por medio de colisiones.

3. PRINCIPIO INSTRUMENTAL

Los principios fundamentales de la medida de fluo-

rescencia son ilustrados en la Fig. N¢ 17.
- La longitud de onda apropiada de la luz excitante

es dada por un filtro llamado filtro primario que se -

encuentra entre la fuente de luz y la muestra. La lon-
gitud de onda de la luz a ser medida es seleccionada
por un filtro éptico’ secundario, llamado filtro secun-
dario, que se encuentra entre la muestra y el fotode-
tector. La produccién total del fotodetector es pro-
porcional a la intensidad de luz fluorescente, la cual
es amplificada para dar una lectura en el medidor o
registrador. En un espectrofluorémetro los filtros son
reemplazados por varios monocromadores y se obtiene
el registro desplazando la longitud de onda, asi como
también la fluorescencia.

4. METODOLOGIA

La magnitud de la fluorescencia total depende de
los grupos fluoréforos en la solucién y es la base del
uso cuantitativo de las mediciones fluorescentes.

La ley de Beer establece que en una solucién de
una sustancia absorbente, la absorbancia es directamen-
te proporcional a la concentracién. En los anilisis

20

fluorométricos de soluciones diluidas, la intensidad de
la fluorescencia es proporcional a la concentracién.
Sin embargo, cuando se aumenta la concentracién, la
forma del grafico Intensidad de fluorescencia vs. Con-
centracion, es asintdtica, debido a que la luz excitante
no se distribuye uniformemente en la solucién.

Los factores que influyen en los analisis son: la
concentracién de la sustancia fluorescente, la longitud
de onda de la radiacién excitante, el pH de la muestra,
la temperatura, la presencia de ciertos iones que pue-
den actuar como inhibidores de la fluorescencia, la pre-
sencia de otra§ sustancias fluorescentes, etc.

5. APLICACIONES

Los andlisis por fluorescencia se aplican principal-
mente en:

a) En la determinacién de iones metalicos des-
pués de volverlos complejos con reactivos or-
ganicos; ejemplo: el complejo de aluminio con
alizarina, el complejo de Zinc con 8 hidroxiqui-
nolina,

b) En la determinacién de clorofila “a” en aguas.

¢) En la determinaci6én de vitaminas Bi, B> y otros
de interés bioquimico.

d) En la determinacién de fenoles, aminas aromd-
ticas, compuestos policiclicos polienos conju-
gados, esteroides, tocoferoles, acido desoxirri-
bonucleico, alcaloides, reserpina y derivados, es-
trégenos, flavinas, etc.

e) En la determinacién cualitativa y cuantitativa
de sustancias que tienen fluorescencia propia
(ejemplo: riboflavina), y sustancias que no son
fluorescentes pero que mediante un tratamien-
to con reactivos especiales dan fluorescencia
ejemplo: clorhidrato de tiamina, el cual es oxi-
dado a tiocromo, etc.

'DETERMINACION POR SISTEMA DE

CENTELLEO LIQUIDO
1. INTRODUCCION

La radiactividad es la radiacién emitida en la desin-
tegracién espontdnea de ciertos niicleos atémicos.

Los ntcleos contienen dos tipos funidamentales de
particulas pesadas; protones y neutrones.

La desintegracién de un ntcleo puede realizarse de
distintas formas tales como: emisién de particulas alfa,
beta y gama.

Las particulas alfa son micleos de 4tomos de helio
y constan de dos protones 'y dos neutrones. Cuando
un niclido emite una particula alfa, el nuclido resul-
tante tiene un nimero de masa 4 unidades inferior y
un ndimero atémico 2 unidades inferior:

A 4 A4
X —— He + Y
Z 2 Z-2
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Fig. 17 DIAGRAMA ESQUEMATICO DE LOS COMPONENTES OPTICOS DE FLUOROMETRO
Donde: 2. FUNDAMENTO
A = Peso atémico Se basa en el centelleo el cual es un sistema terna-
Z = Numero atémico rio compuesto de disolventes: soluto primario y soluto
X = Isétopos secundario. Ambos solutos actian convirtiendo la ra-

. . L diacién incidente en cuantos de luz.
Esta forma de desintegracién es frecuente en nuicli-

dos pesados (Z > 83). Las particulas alfa emitidas por
los radiois6topos son siempre monoenergéticas.

Las particulas beta tienen una masa igual a la del
electrén. Su carga eléctrica puede ser de una unidad El soluto secundario mas usado es: 1, 4 (2 — 5 fe-
elemental negativa (negatrén) o positiva (posi*rén). La nil exazolil) benceno o “POPOP”. '
emisién de particulas beta negativas se presenta en ni-

Los solutos primarios tipicos mas usados son:
p — trifenilo y 2 - 5 difenil exazol.

clidos que tienen mayor numero de neutrones que los . Los procesos que tleneP lugar en el centellador i
ntclidos estables del mismo elemento. Este exceso de quido puede expresarse asi:

neutrones desaparece por transmutaciones del tipo, los . . .

rayos gama no tienenp masa ni cargas eléctricaI:s, son S + rad1ac1}6n - s 6 = mo.lec1.11a disolven-
fotones o cuantos de energia del mismo tipo de los ‘ te indica estado ex-
rayos X, rayos ultravioleta, etc. Por el contrario, la : citado)

emision de positrones se presenta en nuclidos con me- . .

nor numero de neutrones que los niclidos estables del S* + S S + S$* (81 = soluto primario)

mismo elemento.

S*' + Sz > Si + S*2 (S2 = soluto secundario)
N —————— P+ 4+ Bt

S*» ShV”' 4+ S» (V= frecuencia del fo-
Donde: tén de luz).
n = neutrén Los emisores B débiles (C¥* y H3) se cuentan con
pt = protén gran eficiencia disolviendo la muestra en la solucién
B+ = beta centilliadora.
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3. PRINCIPIO INSTRUMENTAL

Se basa en los detectores de centelleo con fésforo
liquido y son usados para la medida de los is6topos
de H3 y C1¢, cuya sensibilidad depende del detector usa-
do.

El detector consta de un cristal de Nal (yoduro de
sodio) en talio o de un elemento sensible que puede ser
organico, plastico o liquido (Ejm.: el PT + POPOP en
tolueno) y va acoplado épticamente a un tubo fotomul-
tiplicador. i

Cuando un rayo (BrY") incide sobre el cristal el
elemento sensible produce en este un destello lumino-
so por excitacidén de los adtomos de su red cristalina.
Este destello luminoso es detectado por el fotocitodo
del tubo fotomultiplicador, liberdandose un determina-
do niimero de electrones (efecto similar al de la célu-
la fotoeléctrica), los cuales se dirigen con elevada ve-
locidad hacia el primer dinodo donde libera un haz de
electrones de mayor intensidad que el incidente, lue-
go este haz se dirige hacia el segundo dinodo, donde se
produce un efecto similar al anterior. (Ver ligura
N¢ 18).

El proceso de multiplicacién del haz de electrones
se repite en los diferentes dinodos, dando como resul-
tado que el 4nodo colector llega a tener un haz muy
intenso de estas particulas, los cuales pasan a través
de la resistencia R originando una caida de tensién
igual IR, dando lugar a un impulso eléctrico que sc
registra en el equipo electrénico respectivo.

DESCRIPCION DEL INSTRUMENTO LS -
100 C. LIQUID SCINTILLATION SYSTEM

El sistema de centelleo liquido Beckman LS - 100 C.
es un espectrémetro Beta que ofrece alto rendimiento
analitico 'a temperatura ambiente (15° - 40°C) con ca-
pacidad para 100 muestras y para tres canales, median-
te una torre de comando para programar el conteo en
serie.

Tiene una computacién electrénica completa e im-
prime los conteos por minutos (CPM) y control estadis-
tico 2 (sigma) de los tres canales de datos de mues-
tras.

La calibracién automética de “quench” en los sis-
temas Beckman es ejecutado por el método combina-
do de la relacién de estiandar externo.

Los tubos fotomultiplicadores son suficientemente
sensitivos, no requieren de un desviador secundario de
haz. Usa PPO como fluor centellador en la solucién
de tolueno para desviar la longitud de onda de un is6-
topo radiactivo,

Los fotomultiplicadores Beckman Rca-tubos traba-
jan a la temperatura del ambiente (15° - 40°C) como
si fueran refrigerados, entonces se eliminan los com-
ponentes anticongeladores de “quenching” (metanol y
etanol).

4. METODOLOGIA

Para determinar el conteo (C P M) en una muestra
que contiene isétopos radiactivos, se construye una
curva estindar de la muestra. Los estindares se pre-
paran con alicuotas de una solucién concentrada que
contiene el isétopo a medirse.
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Estos estiandares dan un conteo progresivo, cuyos
resultados, son expresados en porcentaje de eficiencia
y son ploteados en un grafico versus la relacién del es-
tandar externo (Fig. 18) del isétopo usado.

La relacién del estdndar externo debe hallarse en-
tre 1.0 y 20.00 (en 1.00 se represtan el conteo maximo
y en 20.00 no habra conteo (Fig. 18).

Cuando una muestra es contada el instrumento no
dard la relacién del estindar externo, el cual se pro-
yectard en la curva obtenida anteriormente y se obten-
dré el % de eficiencia correspondiente.

La desintegracién real por minuto se calcula en la
siguiente forma:

C.P.M.
D.P.M.

Porcentaje de eficiencia

Desintegracién real por minuto

Donde: D.P.M. =
C.P.M. = Cuentas por minuto

y A

o 60 /

9o
(-
- O
88 /]
2840
oo v
€ o
[ 3 —4
88 /

Q.
c d

® /

o 1 1 1 L | 1
20 6.0 100 140 180

Relacién del estandar externo

Fig. 18 CONSTRUCCION DE UNA CURVA DE CONTEO DEL
TRITIO (Tomado de Manual Liquid Seintillation System Mod.
LS-100c)

5. APLICACIONES

5.1. En los estudios de contaminacién de aguas.

5.2. En la determinacién de hidrégeno (tritio) en
compuestos organicos, tales como amino4ci-
dos, proteinas, enzimas, esteroides, vitaminas,
etc.

5.3. En los estudios de produccion primaria en
aguas usando la técnica de carbono catorce.

5.4. En la determinacién de tritio, carbono-14 y
fésforo-32, en materiales orgénicos e inorgs-
nicos.

6. MANEJO DEL INSTRUMENTO

El instrumento LIQUID SCINTILLATION SYSTEM
BECKMAN LS - 100 C. es operado de la siguiente ma-
nera:

6.1. Se colocan las muestras que contiene el is6-
topo por analizar en la cadena portadora del
imstrumento.



6.2.

6.3.

6.4.

Elemento

ANALISIS QUIMICOS DEL AGUA DE MAR POR INSTRUMENTACION

Se gradua el control “GAIN” del “External
Standard” de acuerdo al is6topo a determinar.
Se selecciona el control “Preset Error” de
acuerdo a la tabla equivalente de conteo para
cada muestra (ver catilogo).

Se selecciona la velocidad de conteo de las
muestras con el dial “Preset Min”. Ejemplo
0.1 minuto/muestra.

Se coloca “Low Sample Reject” (CPM) en
JIOFF”.

Se coloca el botén “Power” en posicién “ON”.
Se presiona el botén rojo o verde o azul de
acuerdo al isétopo seleccionado (tritio, carbo-
no-14 6 fésforo-32).

Se selecciona la forma de conteo ya sea en
manual o automaético. ’

sensible
Fotocdtodo

6.9.

(a) En forma manual: se gira el bot6n de “Ma-
nual” a “Sample Repeat”, inmediatamente
se encendera las flechas del ascensor in-
dicando la posicién de la muestra [=][¥]
[I] y se presionara los botones del {as-
censo, trayecto o descenso de la muestra)
hasta obtener los resultados en la carta
del instrumento.
En forma automética: se gira el bot6n de
“Manual” hasta “Cycle Repeat” y los re-
sultados apareceran en la carta del instru-
mento.
En el registrador apareceran los datos de des-
viacién estandar, cuentas por minuto, % de
error 2B’y el numero de la muestra corres-
pondiente.

(b)

Tubo Fotomultiplicador

Dinodos

U

[]

L

/N
N

7S )

)14——— Anodo

—

+100V

ov

©

+200V

Divisor de Tensidn

300V

/ Salida de

impulsos

I

+500V
1000V

+400V Resistencio

de corga'R"

Voltaje Aplicado (unos 1000V)

-—

Fig. 19 ESQUEMA DE UN DETECTOR DE CENTELLEO (Tomado de Lasd C y Lee Practics de Radioquimica)
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II. — DETERMINACION DE LA
MATERIA ORGANICA
Andlisis de materia organica soluble

DETERMINACION DE CARBON ORGANICO

Los métodos para la determinaciéon de carbén or-
ganico disuelto en el agua de mar estdn basados gene-
ralmente en la oxidacion hiimeda y han sido descritos
por: Koringa y Postma (1957), Gillbricht (1957), Duurs-
ma (1961), Wilson (1961) y Menzel y Vaccaro (1964), sien-
do los ultimos los mds satisfactorios. Sin embargo,
Van Hall et al. (1963) recomiendan la combustién di-
recta, debido a que los compuestos orgédnicos varian en
su sensibilidad a la oxidacién. Armstrong, Williams y
Strickland (1966) han usado el método de oxidacién ul-
travioleta. El método descrito a continuacién es el de
Menzel y Vaccaro (1964) con algunas modificaciones.

1. FUNDAMENTO

Las muestras de agua de mar son purificadas me-
diante acidificacién y burbujeo con nitrégeno antes de
ser analizadas.

El carbén orginico disuelto en agua de mar, es
determinado como anhidrido carbénico debido a la in-
tensa oxidacién del persulfato de potasio sobre la ma-
teria orgénica, segun la siguiente reaccién iénica:

C. O4= + S2 Og= -> 2 S04= + 2 CO:*

Luego el anhidrido carbénico resultante es deter-
minado en un espectrofotémetro infrarrojo, el cual re-
gistra las dreas de las muestras analizadas las que son
proporcionales a la concentracién del carbon orgénico
disuelto en el agua de mar.

Las muestras de agua no filtrada son usadas para
determinar Carbén Organico Total, y las muestras fil-
tradas para carbén orgénico disuelto.

2. EQUIPOS Y APARATOS ESPECIALES

Ampollas de vidrio de 10 ml.

Jeringas hipodérmicas de 10 y 50 ml.

Jeringa hipodérmica tipo tuberculina de 1.0 ml.

Micro-cuchara (espétula) de 130 mg de capaci-

dad.

2.5. Microembudo de vidrio, apropiado para la
abertura de la ampolla de 10 m! para introdu-
cir el persulfato.

2.6. Analizador infrarrojo BECKMAN I.R. modelo

215-B.

NN
N -

3. TOMA DE MUESTRA Y SU PROCESAMIENTO

Las muestras de agua de mar deberan ser tomadas
inmediatamente que las botellas Van Dorn estén a bor-
do; luego se procedera como sigue:

3.1. Se filtra la muestra usando filtro de fibra de
vidrio (Whatman GF/C).

3.2, Se toma 50 ml del filtrado en una botella de
vidrio.
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3.3. Se afiade a la muestra 0.1 ml de 4cido fosféri-
co concentrado y se hace burbujear nitrégeno
puro a una velocidad de 200 ml/minuto duran-
te un periodo de 5 minutos. :

3.4. Se mide por triplicado 50 ml de la muestra
con una jeringa hipodérmica y se colocan den-
tro de las ampollas preparadas. Luego se adi-
ciona a cada una 130 mg de K2 Sz Og con la
ayuda de una micro-espitula y un micro-em-
budo.

3.5. Se coloca un tubo de silicona y se cubre con

grasa silicona en el extremo final. Luego se

inserta la cdnula a través del tubo de silico-
na bajindola hasta el contacto con el liquido.

La solucién contenida en la ampolla es bur-

bujeada con N2z por 15 segundos, en seguida

se saca la cdnula y se sella la ampolla inme-
diatamente.

3.7. Las ampolla son autoclavadas a 120°C y 15 psi.
durante una hora y guardadas a la tempera-
tura ambiental hasta su anélisis.

4. REACTIVOS ESPECIALES

4.1. Cilindros de CO2 y Oz con valvula de reduc-
cién y mandémetro.

Carbén activado.

Persulfato de potasio.

Ascarita (asbesto en hidréxido de sodio).
Anhidrona (perclorato de magnesio).

Agua destilada libre de carbén orginico. Es-
ta se obtiene por destilacién de una mezcla
de un litro de agua destilada, 10 gr de pesul-
fato de potasio (K2 Sz Os) y 1.0 ml de 4cido
fosférico concentrado. los primeros 100 ml
se eliminan, el resto se guarda en una bote-
lla de vidrio. Esta agua no deberi contener
méas de 0.2 mg C/litro.

4.7. Acido fosférico concentrado.

bl ol ol ol o
SN wN

S. PROCEDIMIENTO

5.1. Se coloca la ampolla en el destructor de am-
pollas y se espera hasta que fluya el contami-
nante atmosférico, el cual aparecera en el re-

. gistrador como un pequefio pico de CO..

5.2. Con la ayuda de un alicate se rompe el extre-
mo superior de la ampolla y se introduce ra-
pidamente la canula hasta hacer contacto con
la solucién; el gas transportador pasa a través
de la Anhidrona (para extraer el agua), luego
entra al analizador infrarrojo Beckman IR
215-B, el cual registra picos que luego son in-
tegrados con un registrador integrador Beck-
man o con la ayuda de un planimetro.

5.3. Después que la ampolla es analizada se reem-
plazard rapidamente con otra ampolla.

6. DETERMINACION DEL BLANCO

El blanco es dificil de determinar por que es impo-
sible obtener agua completamente libre de carbén. Pa-
ra determinar el blanco se procede de la misma mane-
ra que las muestras de agua de mar: se hacen de-
terminaciones duplicadas de 1.0 ml, 2.0 ml y 5.0 ml, los
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cuales tienen bajo contenido de carb6n (por ejemplo:
una muestra tomada debajo de 500 mts). Luego se
convierte los picos de CO: obtenidos en el registro a
sreas y luego a mg C/litros con la ayuda de la curva
de calibracion. Luego se plotea estas concentraciones
de carbén versus el numero de mls se muestra y se
determina la concentracién para un volumen cero. Es-
ta cantidad debe estar entre 0.15 y 0.3 mg C/litro y se-
‘4 determinada cada vez que se use Ha PO, o persul-
fato nuevo.

7. ESTANDARIZACION O CALIBRACION

Debido a fluctuaciones en la linea de voltaje y a
la dificultad en reproducir exactamente la, velocidad de
flujo del gas trasportador, es necesario construir una
curva estandar con cada grupo de muestras. La es-
tandarizacion se hace con muestras gaseosas de COz
como gas estindar de concentracion conocida. Si la
concentracién del CO2 no se conoce exactamente una
estandarizacién correcta es imposible.

Procedimiento

7.1. Con una jeringa hipodérmica se toma diferen-
tes volimenes de gas como por ejemplo: 5 ml,
10 ml, 20 ml, 30 ml, 40 ml, 50 ml, del balon
de CO. de concentracién conocida (800 6 900
p-p.m.).

7.2. Se inyecta cada uno de estos volimenes de
CO; al analizador IR.

7.3. Se registra los picos de CO:z de cada una de
las concentraciones de gas.

7.4. Se determinara el area de cada uno de los pi-
cos de CO2 con un planimetro o disco inte-
grador.

7.5. Luego se grafica en el papel milimetrado Area
vs. Concentracion del COo.

8. CALCULOS

Si la concentracién del balén de CO: es de 800 p.
p.m. se determina los ug de carbono por cada milili-
tro de CO., ejemplo:

1ml = 0429 ngC
4ml. = 172 ugC
6ml. = 257 ugC
100ml = 429 ugC
20 ml. = 858 ngC
30 ml. = 12.87 ugC
40 ml. = 1720 ugC
50 ml. = 2154 ugC

— Se calcula el factor de correlacion que debe ser
alrededor de 0.99, la pendiente y el pardmetto
Ub".

— La recta es de: 'y = mx + b se despeja x

de la curva
y—b

m

donde:

ordenada de la curva
parametro de la curva
pendiente de la curva

B ow
W

— Luego se calcula la concentracién “x” en ug C/L
— Cuando no se cuenta con un programa para
abreviar los calculos de estandarizacién, se pue-
de determinar graficamente como sigue:
Y
areas de la muestra
concentracion de la
muestra.

y
x

NOTA.—Es in);portante empujar rapidamente la ca-
nula dentro de la ampolla; si esto no es hecho, resul-
taria un doble pico. Si la cénula es rapidamente in-
troducida en la ampolla y no aparece un pico, la am-
polla ha sido quebrada abajo del cuello y hay fuga del
gas.

DETERMINACION DE FOSFORO
ORGANICO

El método descrito a continuacion es el de Arms-
trong et al. (1966), basado en la exposicion del agua
oxigenada a una alta intensidad de radiacion de lon-
gitud de onda menor de 2,500°A, catalizando la oxida-
cién de todas las moléculas organicas conteniendo en-
laces fosfatoester o acido fosférico, liberandose todo
el fésforo como ortofosfato.

1. FUNDAMENTO DEL METODO

El ortofosfato es determinado en la muestra antes
y después de la irradiacién con luz ultravioleta. Todas
las moléculas conteniendo fésforo orginice son des-
compuestos a ortofosfatos en el agua irradiada.

La diferencia entre el contenido de ortofosfato de
la muestra irradiada y la no irradiada da la cantidad
de fésforo inicial en la combinacion orgénica.

2. EQUIPOS Y APARATOS ESPECIALES

Tubos de silice de 110 ml de capacidad.
. Botellas de polietileno de 500 ml.
* Pipetas automaticas de 5 ml
Espectrofotémetro Beckman DU-2.
Equipo de irradiacién ultravioleta.

NN
BN

3. TOMA DE MUESTRA Y SU PROCESAMIENTO

Las muestras de agua de mar deberin ser tomadas
inmediatamente que las botellas Van Dorn estén a bor-
do, en frascos de polietileno de 500 ml; previamente
enjuagadas con la muestra de agua de mar que va a
ser analizada.

Las muestras que van a ser analizadas inmediata-
mente se dejan a la temperatura ambiente y cuando
los andlisis van a realizarse después de 1 a 2 horas
deberan ser congelados a — 20°C.

4. REACTIVOS ESPECIALES
4.1. Solucién de molibdato de amonio

Se disuelve 15 gr de paramolibdato de amo-
nio (NHg)e Mo0702..H20 Q.P. en 500 ml de
agua destilada y se guarda en botellas de po-
lietileno protegido de la luz. La solucién se-
, T4 estable indefinidamente.
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4.2

4.3.

4.4.

4.5.

Solucién de 4cido sulfdrico

Se agrega 140 ml de acido sulfirico concen-
trado Q.P. (g.e. = 182) a 900 ml de agua
destilada, luego se deja enfriar y se guarda
en una botella de vidrio.

Solucién de dcido ascérbico

‘Se disuelve 27 gr de &acido ascérbico Q.P. en

500 ml de agua destilada y se guarda en bote-
llas de polietileno. La solucién serd estable
por muchos meses si se guarda en congelador
y no debera permanecer por mids de una se-
mana a la temperatura del laboratorio.

Solucién de tartrato antimonil potisico

Se disuelve 0.34 grs de tartrato antimonil po-
tasico Q.P. en 250 mls de agua destilada (ca-
lentar si es necesario) y se guarda en una bo-
tella de polietileno o de vidrio, la solucién se-
ra estable por muchos meses. *

Mezcla de reactivos

Se mezclan 100 mls de la solucién de molib-
dato de amonio, 250 mls de la solucién de 4ci-
do sulfirico, 100 mls de la solucién de &cido
ascérbico y 30 mls de la solucién de tartrato
antimonil potéasico.

Este reactivo debe ser preparado para cada
grupo de andlisis y el exceso debe ser descar-
tado, no debiendo guardarse por mas de 6
horas.

5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

26

5.1

5.2,

5.3

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

5.8.

Medir 50 ml de muestira de agua de mar fil-
trada (por duplicado) y vacearlo a un erlen-
meyer de 125 ml de capacidad (muestra no
irradiada).

Medir 110 mls de la muestra de agua de mar
filtrada y vacearlo al tubo de silice previa-
mente enjuagado con agua de la misma mues-
tra.

Agregar 2 gotas de agua oxigenada al tubo de
silice que contiene la muestra e inmediata-
mente tapar y mezclar bien.

Irradiar con luz ultravioleta la muestira du-
rante 60 minutos.

Enfriar la muestra a la temperatura del la-
boratorio.

Medir 50 ml de su contenido (por duplicado)
y trasvasar a un erlenmeyer de 125 ml de ca-
pacidad (muestra irradiada).

Agregar a la muestra irradiada y no irradiada,
5 ml de la mezcla de reactivos (preparado en
4.5). )
Después de 5 minutos se mide la extincién de
ambas muestras a 8850°A empleando un espec-
trofotémetro.

6. DETERMINACION DEL BLANCO

No se usa ningin blanco, debido a que se trata de
un método de diferencia. Si se desea realizar un blanco
se debe irradiar dos muestras de agua de mar sintética,

una con peréxido y otra sin peréxido.

rencias

tincién,

Si hay dife-
constantes que superan a 0.005 unidades de ex-
el peréxido debe ser desechado.

7. CALIBRACION

7.1

7.2,

7.3.

Solucién estdndar de fosfato I

Disolver 0816 grs de KH: PO. anhidro, en
100 mls de agua destilada y se guarda en una
botella oscura agregando 1 ml de cloroformo.
La solucién sera estable por muchos meses.

1 ml = 60 ugat PO, — P

Solucién estdndar de fosfato II

Diluir 10.0 mls de solucién estdndar I a 1000
mls con agua destilada y guardar en un fras-
co oscuro agregando 1 ml de cloroformo. La
solucién serd estable por varias semanas, pe-
ro se recomienda prepararla cada 10 dias.
1ml = 60 X 10 ug-at PO, — P

1ml = 060 pg-at P/L en 100 ml de mues-

tra de agua de mar.

Procedimiento

Preparar cuatro estandares de 2.5 mls de la
solucién estandar II (equivalente a 3.0 ug-at
P/L) y se lleva a un volumen de 50 ml en
una probeta. Luego se mide 50 mls de agua
destilada (por duplicado) los cuales actian co-
mo blancos. :

Se agrega 5 mls de la mezcla de reactivos
(4.5) y después de 5 minutos se mide la extin-
cién a 8850°A empleando un espectrofotéme-
tro.

Este procedimiento sirve para calcular el fac-
tor F en la siguiente férmula:

3.00

Extincién promedio de los
cuatro estiandares
Extincién promedio de los dos

blancos

8. CALCULOS

El contenido de fésforo soluble es calculado me-
diante la siguiente formula:

Jgat P/L = (E; — Egy) F

donde: E‘ = Extincién de la muestra irra-
diada .
Em— Extincién de la muestra no
irradiada
F = Factor calculado en (7.3).
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NOTAS

a) La oxidacién requiere gas de oxigeno disuelto en
la muestra, el cual estd normalmente presente en
una concentracién suficiente pero, por seguridad,
especialmente con muestras profundas, debe agre-
garse dos gotas de perdxido de hidrégeno. La des-
composicién durante la irradiacién no interfiere con
el color desarrollado.

b) Una hora de irradiacion se ha encontrado que es
suficiente para producir la transformacion del fos-
foro organico en fosfato inorganico, y un ma-
yor tiempo de exposicién no afecta el analisis.

DETERMINACION DE NITROGENO
ORGANICO

El metodo por oxidacién con luz ultravioleta (Arms-
trong et al., 1966) es mucho mas conveniente y preciso
que los métodos clasicos de. combustién (Krogh y Kays,
1934) y el de digestion de Kjeldahl seguida de la desti-

lacién del amonio (Robinson y Wirth, 1934). Strickland -

y Parsons (1968) describen el método de Kjeldahl, mo-
dificado. ,

El método descrito a continuacién es el de Arms-
trong (et al., 1966) basado en la alta intensidad de ra-
diacién de longitud de onda menor de 2,500°A, catali-
zando la oxidaci6n de la mayor parte de las moléculas
organicas conteniendo nitrégeno para dar una mezcla

_ nitrato-nitrito.

1. FUNDAMENTO DEL METODO

Nitrato (mé&s nitrito) es determinado en la mues-
tra por el método de nitrato reactivo antes y después
de la iradiacién con luz ultravioleta. Los compuestos
de nitrégeno organico son oxidados a nitrato mas ni-
trito. La diferencia de antes y después de la irradia-
cién es la medida de la cantidad de nitrégeno inicial-
mente presente en la combinacién orgénica.

2. EQUIPOS Y APARATOS ESPECIALES

Tubos de silice de 110 ml de capacidad;
Columna de reduccién;

Erlenmeyer de 125 ml;-

Pipetas automaticas de 1.0 y 2.0 ml;
Probetas de 100 ml;

Espectrofotémetro Beckman DU-2; y
Equipo de irradiacién ultravioleta.

pDoNDNOD
N U W=

3. TOMA DE MUESTRA Y SU PROCESAMIENTO

La muestra de agua de mar (100 = 2 ml) deberan
ser medidas de las botellas muestreadoras con una pro-
beta de 100 ml y puestas en un frasco erlenmeyer de
125 ml. Las muestras son estables por varias horas en
frio y en la oscuridad, pero su andlisis debe hacerse
antes de 10 horas. Si los analisis se van a realizarse
después de 10 horas serd necesario congelarlas a
— 20°C.

4. REACTIVOS ESPECIALES
4.1. Solucién concentrada de Cloruro de Amonio

Disolver 175 gr de cloruro de amonio Q.P. en
500 ml de agua destilada y guardarlo en una
botella de vidrio o polietileno.

4.2. Solucién diluida de Cloruro de Amonio

Diluir 50 ml de solucion concentrada de cloru-
ro de amonio a 2000 ml con agua destilada,
luego guardar la solucién en una botella de vi-
drio o polietileno.

4.3. Solucién de Sulfanilamida

Disolver 5 gr de sulfanilamida en una mezcla
de 50 ml de 4cido clorhidrico concentrado
(g.e. 1.18) y 300 ml aproximadamente de agua
destilada, luego diluirla a 500 ml con agua
destilada. La solucién sera estable por mu-
chos meses.

4.4. Solucién de N-(I-Naftil) Etilendiamina dihidro-
cloruro

Disolver 0.500 gr de la amina en 500 ml de agua
destilada y enseguida guardarla en una bote-
lla oscura. La solucién debera renovarse una
vez al mes o cuando se desarrolle una fuerte
coloracién marrén, :

4.5. Limaduras de Cadmio
Debe usarse cadmio Q.P.
4.6. Peréxido de hidrégeno

Usar una solucién de H:0: Q.P.

5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

5.1. Medir 100 ml de la muestra de agua de mar
filtrada y vacearlo a un erlenmeyer de 125 ml
de capacidad e inmediatamente se agrega 2.0
ml de la solucién concentrada de cloruro de
amonio y se contindan los siguientes pasos:
5.7, 5.8, 5.9, 5.10, 5.11, 5.12 y 5.13 (muestra no
irradiada).

5.2. Medir 100 ml de la muestra de agua de mar
filtrada y vacearlo al tubo de silice previamen-
te enjuagado con agua de la misma muestra.

5.3. Se agrega 2 gotas de per6xido de hidrégeno al
tubo de silice que contiene la muestra ¢ in-
mediatamente se tapa y agita.

5.4. Se irradia la muestra con luz ultravioleta du-
rante 3 horas.

5.5. Se enfria la muestra a la temperatura del la-
boratorio (muestra irradiada).

5.6. Se toma 100 ml de agua de mar irradiada y se
vacia a un erlenmeyer de 125 ml, luego se
agrega 20 ml de la solucién concentrada de
cloruro de amonio.
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6.

de
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5.7.

5- 8.'

5.9.

5.10.

5.12.

5.13.

Se vacia la muestra en la misma columna re-
ductora por la cual fue procesada la muestra
no irradiada.

En el erlenmeyer se reciben los primeros 40
ml de la muestra, los cuales son desechados
dejando tan seco como sea posible el erlenme-
yer. '

En el mismo erlenmeyer se colectan los sub-
siguientes 50 ml de muestra.

Tan pronto como sea posible se le afiade 1.0
ml de reactivo sulfanilamida y se mezcia bien.
Luego se deja por espacio de 2 a 8 minutos.

. Se afade 1.0 ml de N-(1-Naftil) etilendiamina

y se agita.

Se espera 10 minutos para que la solucién lo-
gre su maxima intensidad de color, el cual es
estable por lo menos 2 horas.

Se mide la extincién de la muestra a una lon-
gitud de onda de 543 mu usando un espectro-
fotémetro y celda de 1.0 cm, 5.0, o de 10 cm
segun el caso lo requiera.

Si la extincién es mayor que 1.25 (ca. 30 ug-at
N/L), se mide en celda de 0.5 cm o se toma
250 ml de la solucién con una pipeta volu-
métrica y se vacia a un erlenmeyer y luego se
le afiade 25.0 ml de agua destilada. Se mez-
cla bien y se mide su extincién, doblando es-
te valor en la férmula que ha de emplearse
mas abajo.

Si la extincién es menor que 0.1 con celda de
1.0 cm se debe repetir la lectura usando celda
de 10.0 cm para extincién de 0.1 a 02 con cel-
da de 50 cm.

DETERMINACION DEL BLANCO

No se usa ningin blanco, debido a que se trata
un método de diferencia.

CALIBRACION

7.1.

7.2.

7.3.

Agua de Mar Sintética

Se disuelve 310 gr de cloruro de sodio (CINa),
100 gr de sulfato de magnesio (MgSO: 7H-0)
y 050 gr de bicarbonato de sodio (NaHCOs).
Deberan se quimicamente puros.

Solucién Estdndar 1

Se disuelve 1.02 gr de nitrato de potasio Q.P.
en 1000 ml de agua destilada, usando una fio-
la aforada. La solucién es estable indefini-
damente en ausencia de evaporacién.

1 ml = 10.0 ug-at Nitrégeno

Solucién Estdndar II

Se diluye 2.0 ml de la solucién de Nitrato Es-
tindar I a 1000 ml con agua de Mar Sintéti-
ca. Esta solucién debera ser guardada en bo-
tella oscura y serd preparada inmediatamente
antes de su uso.

Concentracién = 20 ug-at N/L

7.4

Procedimiento

Se toma 100 ml de Ia solucién estdndar II de
nitrato y se transfiere a un erlenmeyer de
125 ml y se procede como se ha indicado an-
teriormente. Luego se mide la extincién de
la muestra usando celda de 1.0 cm.

El factor para cada columna inicialmente de-
be ser determinado del promedio de la extin-
cion de 3 estandares y corregida por la ex- -
tincién del reactivo en blanco. Subsiguiente-
mente cada columna seri chequeada diaria-
mente con su estandar.

El factor F es calculado de la expresion:

20.0
F =

donde: E! = La extincién media de los 3
estandares para cada columna.
La extincion media de los 2
blancos (Ver determinacién de

nitrato reactivo).

De la eficiencia de la ldmpara: A causa de la
incertidumbre de la eficiencia de la lampara
serd necesario chequearla todos los dias irra-
diando agua de mar sintética, para lo cual se
agrega ol — ¢l' dipiridilo como fuentes de ni-
trégeno organico.

El blanco de nitrégeno organico se prepara
agregando 1.0 ml de la solucién de dipiridilo
a 99 ml de agua de mar sintética. La solucién
de dipiridilo se prepara disolviendo 0.117 grs
de ol — oL dipiridilo en 400 ml de agua des-
tilada y luego se completa a 1000 ml.

1 ml = 15 ug-at N.
La ldmpara debe dar una recuperacién teéri-

ca mayor del 90%, para una muestra de 15
ug-at N/It de lo contrario debe ser desechada.

8. CALCULOS

El nitrégeno organico soluble se calcula de la si-
guiente expresion:

Donde:

Jgat N/Lt = (E X F) — (C x X)

F = Es el factor de la columna reductora
€ = Es la concentracién de amoniaco

X = Tiene un valor de 0.5, 0.75 6 1, segin

que el contenido de nitrato en el agua
de mar no irradiada este en el rango
de 15-25, 2535, 6 3545 ng-at N/Lt, res-
pectivamente.
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NOTAS:

a) El Nitrégeno organico también puede ser obtenido
sustrayendo del total de nitrégeno (muestra no fil-
trada) menos la suma de nitratos, nitritos y amo-
niaco determinado separadamente.

b) El uso continuo de las limaduras de amalgama de
cadmio puede ocasionar una progresiva desactiva-
cién del reductor, debido posiblemente a la forma-
cién de una capa de hidroxido de cadmio o carbo-
nato.

La presencia de un poquito de cloruro de amonio
bufferiza o “sella” el agua de mar. haciéndola algo
acida, el cual no desactiva las columnas.

¢) No es necesario lavar las columnas entre muestras,
pero si permanece sin uso par varias horas sera ne-
cesario lavarlas con 50 ml de solucién diluida de
cloruro de amonio antes de usarlo otra vez.

d) Cantidades superiores a 2 mg S 2/L se ha dicho
que no interfiere en el método descrito, sin embargo
repetidos andlisis puede desactivar las columnas de-
bido a la formacién de sulfuro de cadmio.

ANALISIS DE MATERIA ORGANICA
PARTICULADA

DETERMINACION DE PARTICULA
DE CARBON

Existen varios métodos para la determinaciéon de
particula de carbén. Johnson (1949) ha descrito un meé-
todo basado en la oxidacién humeda del carbén por el
acido dicromatico, el cual fue modificado por Strick-
land y Parson (1968).

Un método mas exacto que los anteriores es el de
combustion en oxigeno, para lo cual existen en el mer-
cado varias marcas de analizadores de Carbdn-Hidré-
geno. Varios investigadores han usado el analizador
infrarrojo CO: para complementar la combustién seca
del material particulado, pero el uso de la combustién
directa de las ampollas ha sido usado por Strickland y
Parson (1968). Sharp (1973) sefala que los métodos de
alta temperatura son mas convenientes y ha introduci-
do mejoras en las técnicas para los analisis de particu-
las de carbén y nitrogeno, usando analizador CHN.
Otras maodificaciones han sido desarrolladas por Wan-
gersky y Gordon (1965), Szekielda y Krey (1965) y por
Gordon Jr. (1969).

El ‘método descrito a continuacién es el de Menzel
y Vaccaro (1964), modificado.

1. FUNDAMENTO

Las muestras de agua de mar son purificadas de
los compuestos de carbén inorganico mediante acidifi-
cacién y burbujeo con nitrégeno puro.

El fundamento es €l mismo que el de Carbén Orga-
nico disuelto y el procedimiento es casi idéntico, la uni-

ca diferencia es que la muestra se encuentra en un fil- -

tro, el cual es introducido en una ampolla que contiene
2 mls de agua destilada libre de materia organica.

2. EQUIPOS Y APARATOS ESPECIALES

2.1. Ampollas de vidrio o similar de 10 ml KIMAC.
2.2. Jeringa hipodérmica tipo tuberculina 1.0ml.
2.3. Jeringa hipodérmica 10 ml.

2.4. Microcuchara (espatula) contemdo ‘para 130
mg. KgSgOg.

2.5. Horno - mufla.

2.6. Microembudo de vidrio, apropiado para el to-
pe de la ampolla de 10 ml para introducir el
persulfato.

2.7. Analizador infrarrojo BECKMAN IR 215 B.

2.8. Filtros de fibra de vidrio WHATMAN GFC.

2.9. Equipo de tiltraciéon con su respectiva bomba

de vacio.
2. 10. Equipo para el sellado de ampollas

3. TOMA DE MUESTRA Y SU PROCESAMIENTO

3.1. Las muestras de agua de mar deberan ser to-
madas inmediatamente que las botellas Van
Dorn estén a bordo.

3.2. Se filtra al vacio un litro de agua de mar, usan-
da un filtro WHATMAN GFC. 'y luego se guar-
da en una bolsita, en refrigeracion, cuando el
analisis no se va a realizar a bordo.

4. REACTIVOS ESPECIALES

4.1. Cilindros CO: y N2 con valvula de reduccién y

mandmetro.

Carbén activado.

E.D.T.A. o titriplex (acido etilendinitrilotetra-

_acético).

Ascarita (asbesto en hidréxido de sodio).

Anhidrona (perclorato de magnesio).

Solucion de ioduro de potasio.

Agua destilada libre de materia organica: se

bidestila un litro de agua destilada contenien-

do 10 grs de persulfato de potasio K2S:0s y 1

ml de acido fosforico al 85%; se eliminan los

primeros 100 ml v los ultimos 200 ml. Esta

agua no debe contener mas de 0.2 mg C/L.

4.8. Acido fosférico 3% V/V. :
Diluir 3.0 ml de (grado analitico 85%) acido
fosférico Ha POs a 100 ml, con agua libre de
materia organica y luego guardarlo en una
botella de vidrio bien cerrada.

e
w N

$oda B
Noe s

5. PROCEDIMIENTO

5.1. Se “filtra el volumen de agua de mar necesa-
rio para el analisis usando una bomba de va-
cio y filtro de vidrio Whatman GFC.

5.2. El filtro se dobla cuidadosamente, luego se co
loca dentro de una ampolla, conteniendo 2 ml
de agua destilada libre de contaminacion or-
ganica.

5.3. Se coloca la ampolla en el destructor de am-
pollas y se espera hasta que fluya el contami-
nante atmosférico, el cual aparecera en el re-
gistrador como un pequefio pico de CO:.

5.4. Con la ayuda de un alicate se rompe el extre-
mo superior de la ampolla y se introduce ra-
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- pidamente la canula hasta hacer contacto con

la solucién, el gas transportador pasa a través
de la Anhidrona (para extraer el agua) luego

entra al analizador infrarrojo Beckman IR

215-B, el cual registra picos que luego son in-
tegrados con un registrador integrador Beck-
man o con la ayuda de un planimetro.

5.5. Después que la ampolla es analizada se reem-
plaza rapidamente con otra ampolla.

6. DETERMINACION DEL BLANCO
El blanco se determina de la siguiente manera:

6.1. Se coloca un filtro nuevo.en una ampolla de

vidrio; B .
6.2. Se sigue el procedimiento descrito anterior-
mente (5); y
6.3. Se determina el drea del blanco dada por el
instrumento.

7. CALIBRACION

Se pesa EDTA como estandar en pequefios botes
de aluminio libre de contaminantes, luego se coloca el
bote conteniendo el estindar en una ampolla limpia y
se contimia como .en el procedimiento anterior (5).

8. CALCULOS

8.1. Se pesa el bote de aluminio (A).
8.2. Se pesa el bote + EDTA (B).

8.3. La diferencia de B — A = mgs de EDTA, o
-si se desea expresar en ug. de EDTA se multi
plica x 1000.

8.4. La cantidad de ug. de carbén se obtiene mul-
tiplicando los mg o ng de EDTA x 0.3227.°

8.5. Se grafica el area hallada de los mg o g de
carbono, versus la concentracién de carbono.

8.6. Se obtiene una hipérbola y = a x2 + bx + C
de 2 do. orden.

8.7. Se halla la concentracién de carbono (x) de
la muestra problema y se resta de la concen-
tracién del blanco.

NOTAS:

a) Las-ampollas, filtros y botes de aluminio deben es-
tar libre de contaminantes para lo cual se lleva a
500°C en una mufla durante una hora.

b) Las muestras deben ser colectadas con sumo cui-
dado y limpieza.

c) El volumen de muestra filtrada depende del conte-
nido de carbén en el agua; para muestras oceani-
cas filtrar 5 Its y para aguas cercanas a la costa 1
litro.
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DETERMINACION DE PARTICULA
DE FOSFORO

El método descrito a continuacién es el dado por
Strickland y Parson (1968), el cual esta basado en el mé-
todo de Hansen y Robinson (1953).

" 1. FUNDAMENTO

El filtro conteniendo las particulas de fésforo son
tratados con acido’ percldrico y el residuo es calentado
para oxidar la materia organica y liberan el fésforo co-
mo fosfato inorganico. Los fosfatos son tratados con
una mezcla de reactivos que contienen 4cido molibdico,
acido ascdrbico y antimonio trivalente; el complejo re-
sultante es reducido in situ para dar una coloracién
azul el cual es medido en un espectrofotémetro a
8850°A.

2. EQUIPOS Y APARATOS ESPECIALES

2.1. Equipo de filtracién al vacio.

2.2. Filtros de menbrana Millipore.

2.3. Probetas graduadas de 50 mls con tapén de
vidrio.

2.4. Plancha de calentamiento asociado a un ex-
tractor.

2.5. Pipetas automaticas de 5 mls.

2.6. Erlenmeyer de 125 mls. de capacidad.

2.7. Espectrofotémetro Beckman DU-Z.

3. TOMA DE MUESTRA Y SU PROCESAMIENTO

Las muestras deben ser filtradas a bordo o bien
almacenadas en botellas de polietileno de 500 m! y guar-
dadas en una congeladora a -20°C, para proceder a su
filtracién en el laboratorio.

La filtracion se lleva a cabo agregando 3 ml de una
suspension de carbonato de magnesio al filtro, y luego,
si los andlisis no se van a efectuar deberan ser guarda-
dos en petrys.

4. REACTIVOS
4.1. Solucién diluida de amoniaco

Se toman 100 ml de una solucién concentrada
.de amoniaco Q.P. - (g.e. 050) y se diluye a 500
ml con agua destilada, y luego se guarda en
una botella de polietileno herméticamente ce-
rrada. Se recomienda preparar la solucién
cada semana. :

4.2. Agua acidificada

Diluir 2 ml de &cido clorhidrico concentrado
(g. e 1.14) a un litro con agua destilada, y
guardarla en una botella de polietileno o de
vidrio. La solucién debera ser preparada ca-
da 6 meses.

4.3. Solucién de &cido perclérico (HC1Oy)

Diluir 300 ml de &cido perg]érico concentra-
do (70 a 72%) a un litro con agua destilada
y guardarla en una botella de vidrio.



4.4.

4.5.

4.6.
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Solucién de molibdato de amonio

Se disuelve 15 gr de paramolibdato de amo-
nio Q.P. (NHj)s¢ Moz Ou. 4H20 en 500 ml de
agua destilada, y se guarda en una botella de
polietileno protegida de la luz. La solucién
sera estable indefinidamente.

4.4.1. Solucién de acido sulfurico

Se agrega 140 ml de acido sulftrico
concentrado Q.P. (g. e. 1.82) a 900 ml
de agua destilada, luego se deja en-
friar y se guarda en una botella de
vidrio.

4.4.2. Solucién de #cido ascorbico

Se disuelven 27 gr de acido ascorbico
Q.P. en 500 ml de agua destilada y se
guarda en una botella de polietileno.
La solucién sera estable por muchos
meses si se guarda en un congelador.
4.4.3.

Solucién de Tartrato Antimonil
Potdsico

Se disuelve 0.34 gr de tartrato antimo-
nil potasico Q.P. en 250 ml de agua
destilada (calentar si es necesario) y
se guarda en una botella de polietile-
no o de vidrio. La solucién sera esta-
ble por muchos meses.

Mezcla de Reactivos

Se mezcla 100 ml de la solucién de molibdato
de amonio, 250 ml de é&cido sulfarico, 100
ml de la solucién de acido ascorbico y 30 mi
de 1a solucién tartrato antimonil potasico. Es-
te reactivo debe ser preparado para cada gru-
po de andlisis y el exceso debera ser descar-
tado v no debera guardarse por mas de 6
horas. )

Grinulos de Carborundum

Los granulos de carborundum de diametro
aproximado a 1/2 - 1/8 de pulgada se tratan
con acido perclérico durante dos horas y lue-
go se enjuagan con agua destilada caliente.
Los granulos deben ser manipulados con - pin-

- zas y ser hervidos por 10 minutos (con Hcl al

50% en volumen) antes de su uso o después
de un tiempo prolongado.

5. PROCEDIMIENTO

5.1

5.2.

5.3.

El contenido del filtro es pasado a un erlen-
meyer de 125 ml mediante un chorro de agua
destilada.

Agregar 1 ml de acido perclérico y 5 gotas de
acido nitrico concentrado al erlenmeyer.
Evaporar la solucién hasta humos blancos (de
acido perclérico y cxido nitroso) y continuar

5.4.

w
w

5.6.

5.7.

5.8.

5.9.

calentando hasta la sequedad, sin llegar a la
calcinacion.

Enfriar el erlenmeyer y agregar un granulo
de carborundum y 25 ml de agua destilada.
Luego se hace hervir-la solucion vigorosamen-
te durante 30 minutos hasta hidrolizar algo de
polifosfato formado por la fumigacion de aci-
do perclérico.

Agregar 5 ml de la solucion de amoniaco di-
luido y hervir hasta que no quede ningan olor
a amoniaco, luego agregar 20 ml de agua aci-
dulada para disolver algo del precipitado.
Enfriar el erlenmeyer y verter el contenido en
una probeta. Se enjuaga el erlenmeyer con
agua destilada y se vierte nuevamente a la
probeta y se completa a un volumen de 50 ml.
Agregar 5 ml de la mezcla de reactivo y agi-
tarlo.

Después de 5 minutos se mide la extinciéon a
8850:A empleando un espectrofotémetro (con
celda de 10 cm). _

Se corrige la extincién con respecto al blanco.

6. DETERMINACION DEL BLANCO

El blanco es preparado agregando 2 ml de suspen-
sion de carbonato de magnesio en un erlenmeyer de
125 ml, luego se continia como en el procedimiento
descrito anteriormente.

7. CALIBRACION

7.1.

7.2

Preparacién de soluciones estdndares

7.1.1. Esténdar de fosfato I

Se pesa 0.816 gr de KH: PO4 anhidro
el cual ha sido previamente secado du-
rante 3 horas a 120°C y se disuelve en
1 litro de agua destilada, usando una
fiola aforada, luego se agrega 1.0 ml
de cloroformo como preservativo y se
guarda en una botella oscura. La solu-
cién sera estable por muchos meses.

1 ml = 60 ug-at PO, — P

7.1.2. Estdndar de Fosfato II
Se toma 5 ml del estandar I y se di-
luye a 1000 ml con agua destilada.

1 ml = 0.60 ng-at P/L en 50 ml de agua

Procedimiento

Se preparan 3 soluciones estandares tomando
5 ml de la solucion estandar II y se vierte
a un erlenmeyer de 125 ml de capacidad (re-
servar dos frascos para determinacion del
blanco y continuar como se describe en el
procedimiento anterior).
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El factor F es calculado de la expresion:

4.65

F = —m0—ou0u

Es — Eb
Donde: )

Es = a la extincion promedio de
los estandares.

Eb = a la extinciéon promedio de
los blancos.

8. CALCULOS

La concentracion de particula de fosforo es calcu-
lada de la siguiente manera:

_ F x E.
mg P/m3 = -
v
Donde:
V = Volumen en litros de la muestra usa-
da

F = Factor obtenido en Procedimiento (7)
Ec = Extincidn corregida obtenida en el Pro-

cedimiento (5).

DETERMINACION DE PARTICUL.
DE NITROGENO

Hay varios métodos para la determinacién de par-
ticula de Nitrogeno basados en: *

a) Combustion de Dumas (Menzel y Ryther, 1964).

b) Oxidacién de nitrégeno organico a nitrato, luego
determinado colorimétricamente (Eppley et al.,
1967). :

¢) Digestiéon de Kjeldahl seguido de la determinacion
de amonio (Strickland y Parson, 1968).

d) Usando Nynhydrin — Hydrindantin (Moore y Stein;
1954), cuyo método fue modificado por Jacobs
(1962), siendo este ultimo mejorado por Holm-
Hansen (1968). )

e) Empleando alta temperatura de combustion segui-
da de la deteccién con un analizador infrarrojo
(Menzel y Vaccaro, 1964; Gordon, 1969; Loder, 1971).

f) Con analizadores automaticos de carbén v nitroge-

no para lo cual se han desarrollado varias técni-
cas (Gordon, 1969 y 1973; Small y Rambers, 1971;
Caperon y Meyer, 1972; Gunderson et al., 1972;
Thomas y Dodson, 1972).. Sharp, 1973 senala que
los métodos de alta temperatura son mas convenien-
tes y ha introducido mejoras en las técnicas para
los andlisis de particula de carbon y nitrégcﬁo,
usando analizador CHN.
El método descrito a continuacién es el Micro-Du-
mas, usando el analizador de Nitrégeno Coleman
Modelo 29, de acuerdo a las modificaciones intro-
ducidas por Strickland y Parson (1968).
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1. FUNDAMENTO

El nitrogeno combinado en la forma organica es li-
berado como nitrogeno gaseoso por calentamiento, el
cual ¢s medido manométricamente después de remover
¢l gas portador de dioxido de carbono en una camara
de absorcion caustica.

2. EQUIPOS Y APARATOS ESPECIALES

Soleman Model 29 Nitrogen  Analyzer.
Semimicrobalanza.

Filtro de fibra de vidrio Whatman GF/C de
45 cm de didmetro.

(NENEN
W N =

2.4. Tubos de combustion.
2.5. Equipo de filtracién con su respectiva bomba
de vacio.

3. TOMA DE MUESTRA Y SU PROCESAMIENTO

3.1. Las muestras de agua de mar deberan ser to-
madas inmediatamente que las botellas Van
Dorn estén a bordo.

3.2. Filtrar 5 litros de agua de mar al vacio, usan-
do un filtro de fibra de vidrio GF/C, a una
presion no mayor de 1/4 de atmosfera.

3.3. Una vez terminada la filtracidn se suspende
el vacio y se afade 2 ml de solucién de sul-
fato de sodio y se repite la operacion hasta
que el filtro quede seco. Se repite esta ope-
racion una vez mas, agregando 2 ml de solu-
cion de sulfato de sodio.

3.4. El filtro seco se coloca en una bolsita y luego
se guarda en una congeladora a — 20°C.

4. REACTIVOS ESPECIALES

Un cilindro de Anhidrido Carbénico Q.P.
Causticon

Cuprox

Cuprin

Mercurio

Sulfato de Sodio Q.P.

Ealb ot alP ol i o
SUnhA LN~

5. PROCEDIMIENTO

5.1. Sc coloca el filtro conteniendo la muestra den-
" tro del tubo de combustién con la ayuda de

una pinza hasta la marca indicada.

5.2. Se cubre la muestra con CUPROX hasta apro-
ximadamente 5 ¢m del extremo del tubo.

5.3. Se continua el procedimiento de acuerdo a lo
recomendado por el fabricante (con respecto al
instrumento) y se determina el volumen de
gas nitrogeno liberado por la muestra.

5.4. S¢ hacen correcciones debidas al blanco, pre-
sion barométrica y temperatura de la mues-
tra.

6. DETERMINACION DEL BLANCO

El blanco es definido como aquel volumen de gas
absorbido ¢n el “Nitrometer” del analizador de nitroge-
no como resultado de un ciclo completo de combus-
tion. Antes que se realice el anilisis de la muestra
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deberd establecerse la reproductibilidad del blanco, el
cual debe ser pequefio en relacién al volumen de ni-
trégeno contenido en la muestra y determinado en las
mismas condiciones de la muestra.

6.1. PROCEDIMIENTO

6.1.1. Se coloca el fitro Whatman GFC sin usar
en el tubo de combustion.

6.1.2. Llenar el tubo de combustién del analiza-
dor de nitrégeno con cuprox y cuprin co-
mo si fuera a procesarse una muestra.

6.1.3. Se continta de acuerdo ‘a lo recomendado
por el fabricante para determinar el vo
lumen de N: liberado por el blanco.

7. CALCULOS

La cantidad de nitrégeno (en mg de N/m3) en la

muestra se halla de la siguiente forma:

V; (en nl)

mg N/m3 = x 125

Volumen de agua
de mar filtrada (en 1)

donde:

Ve

= Correccién del volumen de Nitrégeno (ul) y es
igual a:

V, = V, — (V — V;)donde:
— Es el volumen del blanco en microlitros,

= Es el volumen del nitrégeno observado (ul) y
es igual a
vV, =

A Rz — Ri; Rz y Ry es la lectura final e

inicial del contador respectivamente.

= Es la correccién del volumen por temperatura

(u):

Vi = C{ (2 — ty)

tz y t1 es la temperatura final e inicial en °k
(en el termémetro) de la jeringa del instru-
mento (273°K = 0°C); Cf basado en la lectura
final del contador en ul. Ver apéndice. (Tabla
Ne¢ 2).

NOTAS:

a)

b)

c)

La particula nitrégeno también puede ser obtenido
sustrayendo del total de’ nitr6geno (muestra no fil-
trada) menos el nitrégeno organico soluble.

Los blancos deben ser constantes y reproducibles.
Por lo general se usan blancos que den como tér-

mino medio 10 microlitros; valores menores de 5
microlitros son facilmente obtenibles si el CO; es

de alta pureza y el tren de combustion y acceso-
rios auxiliares estan libres de nitrégeno. Valores
mayores de 10 microlitros indican impurezas del
CO.. Los blancos irregulares indican fugas en las
conexiones de gas o la presencia de contaminantes.

TABLA N 2

VOLUMEN DE CORRECCION POR TEMPERATURA

Lectura final Volumen de
del contador correccién por
(D) temperatura
‘C{ por °C
100 e e e e e e e 15
200 . ... e e e e e e 15
300 e e e e 16
400 e e e 16
500 e e e e e e 16
600 ... ... ... e e e e 16
700 ... ... 17
800 R, 17
900 e e e e e 18
1000 ... ... 18
1100 e e e e 18
1200 e e e e 19
1300 e e e 19
1400 e e e e e 20
1500 e e e s e 20
1600 20
1700 e e e e e e e 20
1800 e e e e e 21
1900 21
2100 S 21
2300 22
2400 23
2500 e e e e 23
2600 .. .. .. e e 23
2700 e e e e e e 24
2800 24
2900 e e e e e - 25
3000 e e o e 25
3100 ... ... e e e 25
3200 R, 26
3300 e e e e 26
3400 e e e e e 26
3500 26
3900 e e e e 26
3700 e e e e e 27
3800 e e el 27
3900 ... ... ... L. ... 27
4000 e e e e - 27
4100 e e e e e 27
4200 e e e e e 28
4300 e i e eee e 28
4400 28
4500 e e e e e 28
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