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4 RESUMEN

En este trabajo se evalué un método analitico que permita cualificar y cuantificar
amoniaco del aire utilizando burbujeadores que contienen una disolucion
absorbedora de &acido que atrapa el amoniaco como amonio, con el propdésito de
gue sea utilizado posteriormente con fines educativos.

El método analitico utilizado es conocido como azul de indofenol el cual hace uso
de la reaccion de Berthelot que en presencia de amoniaco desarrolla una
coloracion azul a causa de la formacién del indofenol que permite ser analizada
por la técnica de espectrofotometria de UV-visible.

Una vez establecido el método analitico se realizé su verificacion efectuando
pruebas experimentales para evaluar la linealidad, limite de deteccion y
cuantificacion, repetibilidad, reproducibilidad y sesgo, los cuales son mejor
conocidos como parametros de desempefio del método.

Los resultados obtenidos concluyen que el método es exacto y tiene precision
intermedia, por lo que puede ser utilizado con fines académicos permitiendo
cuantificar concentraciones de amoniaco en disolucion mayores a 0.15 ppm y

detectarlo a partir de 0.07 ppm.
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5 OBJETIVOS

5.1 GENERAL
Implementar el método azul de indofenol en el espectrofotometro del laboratorio
de Proteccion Ambiental de la Facultad de Quimica de la UNAM, para la

determinacion de amoniaco en aire ambiente.

5.2 PARTICULARES

e Realizar la verificar del método analitico azul de indofenol.

e Determinar y realizar la experimentacion de los pardmetros de desempefio
gue debe incluir la verificacion de un método.

e Obtener resultados que indiqguen que se puede utilizar el método en un

andlisis de rutina a nivel educativo.

5.3 ACADEMICO

Demostrar que el método analitico azul de indofenol puede ser usado por alumnos
de la carrera de ingenieria quimica para realizar un andlisis quimico que les
permita identificar y cuantificar amoniaco capturado del aire por el método de

burbujeadores.

Alcance
En este trabajo entiéndase por “verificacion” la confirmacién y suministro de
evidencia de que el método analitico cumple con el uso previsto, que es identificar

y cuantificar el amoniaco.
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6 JUSTIFICACION

Para complementar las actividades de docencia en el laboratorio, se realizé la
implementacion del método azul de indofenol, asi como la verificacion de que es
atil para la determinacién de amoniaco capturado del aire ambiente, con la
finalidad de que sea utilizado por alumnos del curso experimental de la asignatura
de Proteccion Ambiental | que se imparte dentro del curriculo de la carrera de
Ingenieria Quimica en la Facultad de Quimica de la UNAM. El método analitico
propuesto permitira que los alumnos conozcan y realicen un andlisis quimico por
espectrofotometria de UV-visible, por lo que se debe demostrar que el método

permita cuantificar amoniaco.
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7 ANTECEDENTES

El aire de la atmdésfera es una mezcla de gases muy estable, que hasta una altura
de 80 Km a partir de la superficie terrestre la proporcion en las que se encuentra
cada gas atmosférico permanece practicamente constante.

En el aire podemos encontrar a los principales contaminantes atmosféricos, que
son sustancias las cuales ejercen un efecto perjudicial sobre animales, plantas o
materiales, los cuales se producen de forma natura ademas de ser generados por
el hombre (Ayora Cafiada, 2006). Los contaminantes atmosféricos se clasifican
como particulas en suspension (polvo y niebla) y contaminantes gaseosos (gases
y vapores). Estos pueden ser liberados a la atmésfera en puntos muy concretos
(fuentes de emision) y pueden dispersarse, el cual es un conjunto de procesos que
tiene lugar en la atmdsfera y cuyo resultado es la disminucion de la concentracion
de los contaminantes respecto a la que existe en el momento de la emision, ya
gue los contaminantes se ven influenciados por las variaciones en el clima, en el
espacio de las emisiones y la dindmica de dispersion en la atmdésfera, que origina
importantes variaciones diarias y anuales. Dado lo anterior es importante vigilar la
calidad atmosférica, que implica la medicion sistemética de los contaminantes
atmosféricos para evaluar la exposicidon de receptores vulnerables, por ejemplo
personas, animales, plantas, obras de arte y/o evaluar las fuentes de
contaminacion atmosfeérica.

Existen numerosos procedimientos de muestreo y técnicas de andlisis de
contaminantes gaseoso o de particulas suspendidas en el aire. Es usual que se
usen diferentes técnicas y métodos analiticos para determinar el mismo
compuesto. Elegir cual nos conviene mas dependera de diferentes criterios como
el instrumento a utilizar, el tipo de muestra que se va a analizar, los recursos
econdémicos, la exactitud y precision que deseamos y el compuesto que se desea
identificar y/o cuantificar.

Ya que para este trabajo es de interés cuantificar el amoniaco en el aire, la Tabla 1
enlista diferentes métodos analisticos existentes que son utiles para cumplir este

objetivo, cada uno con ventajas y desventajas.
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Tabla 1. Caracteristicas de las diferentes técnicas parala medicion de
amoniaco (Y. Kim, L. Choi, & N. Kim, 2004).

Técnicas
Espectroscopia

UV-visible

Cromatografia

[6nica

Detector

de tubos

Quimica seca

absorcion en acido

Fluorescencia

Cromatografia

de gases

Infrarrojo no

dispersivo

Tubos denuder
Celdas

electroquimicas

Quimioluminiscencia

Ventaja

- Alta exactitud y precision

- Alta exactitud y precision

- Conveniente, econémico y

rapido

- Simple, econdémica, seguro y
sustentable para bajas
concentraciones de amoniaco
en el aire

- Alta exactitud y precision

- Simple y econémico

- Corto tiempo de muestreo

- Muy preciso

-Puede detectar bajas

concentraciones

- Relativamente exacto

- Alta exactitud y precision

- Simple y rdpido

- Alta exactitud

Desventaja
- Costo medio
- Limitado si el periodo de
muestreo no es adecuado
- Costo Alto
- Limitado si el periodo de
muestreo no es adecuado
- Limite en el rango de trabajo
(no menor a 1 ppm)

- Poca precision

- Basicamente no continuo

- Poca exactitud

- Costoso

- La técnica requiere habilidad

- No es completamente
selectivo para amoniaco

- Requiere de correccion de
temperatura y presion

- Procedimiento complejo
- Poca precision y exactitud

- Requiere cuidado, calibracion

frecuente
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A continuacion se describe de forma general algunas técnicas y métodos

analiticos utilizados para la determinacién de amoniaco en aire.
Cromatografia idnica

El principio de este método es detectar y cuantificar iones amonio (NH4*), en el
cual el amoniaco es capturado en una disolucion de &acido sulfarico 0.1 N
obteniendo asi el amonio.

La cromatografia de intercambio i6nico (Cl) se basa en la separacion y
determinacion de iones con el uso de columnas de intercambio ionico. Cada
analito es eluido de la columna con diferentes tiempos de retencién permitiendo su
identificacion cualitativa y el area de los picos obtenidos corresponde a la
concentracion en disolucion. Usualmente se usa un detector de conductividad,
aprovechando la capacidad de los iones en disolucion de transmitir una corriente
eléctrica. Los principales interferentes en CI, son otros iones que eluyen dentro
del tiempo de los iones de interés, y la determinacion de iones traza en presencia
de altos niveles de concentracion de otras especies idnicas sigue siendo el mas
dificil de los andlisis (E. Jackson, 2000).

Espectrofotometria UV-Visible

El principio basico de la espectroscopia UV-Visible para la medicibn de amoniaco,
es la captura del gas en una solucién acida de acido sulfarico o hipoclorito de
sodio obteniendo el amoniaco en su forma i6nica como amonio, al cual se le
adiciona el reactivo de Nessler's que es una disolucion alcalina de iodomercuriato
de potasio (K2Hgla).

El método consiste en que el amonio disuelto reacciona con el reactivo de
Neesler's elevando el pH del medio, por el cual se obtiene amoniaco, lo que
produce una coloracion gradual de amarillo a pardo con una ancha banda de
absorcion entre 400 y 425 nm. Cantidades del orden del mg de NHs, absorben
fuertemente a 550 nm y la ley de Lamber- Beer se cumple hasta 1.25 ppm,
midiendo la absorbancia a 580 nm en celdas de 1.0 cm de paso 6ptico, pero estas
disoluciones no son muy estables y precipitan al cabo de 15 6 20 min (Pino Perez
& Perez Bendito, 1983).
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Otro método conocido es la reaccién de Berthelot (indofenol), que es el mas util
para las mediciones de amoniaco atmosférico. Se encontr6 que es el método
estandar de la American Public Health Association (APHA) que proporciono los
resultados mas confiables (Key, et al.,, 2011). EI método implica la reaccion de
amoniaco, hipoclorito y fenol, catalizados por nitroprusiato de sodio para formar

moléculas de indofenol que tiene una coloracion azul intensa.
Detector de tubos

El método de detector de tubos para el analisis de amoniaco estd compuesta por
un vial de vidrio a escala que contiene un quimico absorbente sobre granulos de
soporte inertes. El mecanismo basico del método es que el quimico absorbente
reaccione con el amoniaco en el aire extraido por la bomba de mano, el producto
quimico es el cambio de color, y el grado de cambio de color indica la
concentracion de amoniaco (Y. Kim, L. Choi, & N. Kim, 2004).

El detector de tubos es muy simple, facil de usar y mas econdémico que la

espectrofotometria de UV-Visible y cromatografia ionica.
Quimioluminiscencia

Es un método rapido, barato y preciso para la determinacién de amoniaco en el
aire. El amoniaco y el vapor de agua quedan atrapados simultdneamente en un
tubo de muestreo de gas enfriado por nitrégeno liquido. Posteriormente, el
amoniaco reacciona con o-ftaldialdehido (OPA) y se determina mediante
deteccion de fluorescencia. El método de OPA esta basado en la reaccién de NHs-
OPA-Na2S0s. El limite de deteccion de amoniaco en una muestra gaseosa es de
aproximadamente 1 nmol por litro de gas. Se sugiere que este método se pueda
usar para la determinacion de amoniaco volatil y otros compuestos en el aire
durante el monitoreo ambiental y biologico en la investigacion (G. Westra, et al.,
2001).
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8 MARCO TEORICO

8.1 EL AMONIACO

Es un compuesto quimico que en su conformacion contiene un a&tomo de nitrégeno
y tres de hidrogeno unidos por enlaces covalentes que presentan un hibridacion
tipo sp?, por lo que la unién es de tipo sigma indicando que es una sustancia
estable. La molécula no es plana, sino que presenta una forma tetraédrica (ver
Figura 1) con un vértice vacante en el cual se distribuye el par de electrones no

enlazantes.

Figura 1. Geometria molecular del amonico (QuimiTube, 2012).

Es un gas incoloro con olor caracteristico, mas ligero que el aire y muy soluble en
agua. A pesar de ser clasificado como un gas no inflamable, el amoniaco, puede
arder en fase vapor y el riesgo de fuego aumenta en presencia de materiales
combustibles.

Desde el punto de vista quimico, el amoniaco se comporta como una base fuerte,
combinandose con todos los acidos. Se disuelve facilmente en agua donde genera
el ion amonio (NH4*) y forma disoluciones alcalinas a causa del hidroxido de
amonio (NH4OH). El ion amonio no es gaseoso y no se capta por el olor en el
ambiente. La forma ionica y neutra del amoniaco permanece en equilibrio en la
disolucién y por tanto dichas disoluciones, aun a bajas concentraciones, generan

vapores de olor irritante (ver hoja de seguridad en el anexo 13.7).
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Sus fuentes de emision pueden ser antropogénicas o naturales. Las fuente
agricola como los desechos de animales (abono) y fertilizantes, son considerados
como la principal contribucion (el 90% o mas). Las fuentes antropogénicas de
amoniaco incluyen industrias, humanos, mascotas, tiradero de residuos, productos
de casa y combustion de automoviles, mientras que las fuentes naturales son
proporcionadas por animales salvajes, quema de biomasa en ecosistemas
naturales, bosques y plantas.

En la toxicologia del amédnico resulta ser un gas irritante con propiedades similares
a la de cualquier compuesto basico, clasificado como una sustancia que causa
dafios severos a la salud. Dado su alta solubilidad en agua favorece la agresividad
para los tejidos y las mucosas.

A niveles de concentracion superiores a 20 ppm, se tiene la primera percepcion
del olor y se informa que el amoniaco es peligroso, causando dolores de cabeza,
nauseas y quemaduras severas (Laboratorio de Quimica del Medio e Industria,
1994).

8.1.1 Aplicaciones y usos
El amoniaco es una de las sustancias de mayor interés en la industria quimica por
su gran variedad de aplicaciones. Resulta ser el segundo producto sintético
producido a nivel mundial, lo cual se realiza por la reaccién entre los gases
nitrégeno e hidrogeno en condiciones de presion, temperatura y catalizador,
denominado este proceso como Haber-Bosch, el cual permite obtener un mayor
rendimiento en la produccién de amoniaco. En la actualidad el 80% del amoniaco
producido en el mundo se utiliza para la fabricacion de fertilizantes.
Los usos del amoniaco pueden ser como:
e Fertilizante solo o en forma de compuestos como sulfato de amonio
(NH4)2S0Oa4, nitrato de amonio NH4NO3 y urea (NH2)2C=0.
e Fabricacién de fibras sintéticas y plasticos (nylon, resinas-formaldehido,
uretano y melanina). También se usa en la produccién de fibras acrilicas,

particularmente en la polimerizacion de acrilonitrilo, en el cual el amoniaco
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actia como un disolvente y cede uno de sus protones para que se lleve a
cabo la reaccion.

e Produccion de acido nitrico que se puede hacer por oxidacion de amoniaco
con aire a 6xido nitrico que también se oxida y produce dioxido de nitrégeno
el cual se absorbe en agua produciendo acido nitrico, y que es utilizado en
los abonos, colorantes, explosivos, fabricacion de acido sulfarico,
medicamentos y grabado de metales.

e Explosivos. El amoniaco es usado en la fabricacion de nitrato de amonio el
cual se usa para preparar explosivos ANFO (Ammonium Nitrate), que es la
combinacion de nitrato de amonio con hidrocarburos que resulta tener una
alta potencia.

e Mineria como disoluciébn amortiguadora para aumentar el porcentaje de
extraccion de metales principalmente en la extraccion de zinc y cobre.

e Produccion de hidracina, aminas, amidas y otros compuestos organicos
nitrogenados que sirven como intermediarios en la industria farmacéutica
(Petréleos Mexicanos [PEMEX], 2016).

e Productos de limpieza, se usa como agente limpiador y desengrasante,
aprovechando su propiedad basica que ayudan a eliminar grasas. Tiene el
mismo efecto que el hipoclorito de sodio o fenol.

8.1.2 Comportamiento en la atmdsfera

El amoniaco es el gas alcalino mas predominate en la atmdsfera, como
consecuencia juega un importante rol en la neutralizacion de &cidos
antropogénicos. La emisiébn a la atmosfera de NHs puede experimentar una
conversion en amonio aerosol (NH4*). La velocidad de esta reaccion, la cual aun
es desconocida, tiene una importante relacion con la region de emisién de
amoniaco. La conversion NHs a NH4* aerosol depende de la concentracion de
acidos en la atmosfera. Las siguientes reacciones de la Figura 2 en fase gas (g),
liquido (I) o solido (s) resume la produccién de amonio (B. McCulloch, et al., 1998).
El amoniaco una vez reaccionado con las sustancias acidas para producir

aerosoles amoniacales, puede sufrir deposicion por via seca o via humeda.
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Ademas el amoniaco se puede “lavar” del aire rapidamente con ayuda de las
lluvias, por su alta compatibilidad en este disolvente.

NHz (g) + H2O () ——>  NH4" + OH
NHs (g) + H2SO4 () ——  NH4HSOa4 (I)
NHsHSO4(I) + NH3 (@) ~—  °  (NH4)2SO0a (1,S)
NHsz (g) + HNOzs (@) — > NH4NOs (s)

NH3 (g) + HCl(g) <+ NHaCI (s)

Figura 2. Reacciones de neutralizacion en la atmosfera (B. McCulloch, et al.,
1998).

A causa de las reacciones anteriores, el amoniaco libre tiene una corta duracion
(menor a 5 dias) en la atmésfera, sin embargo una transformacion a amonio
aerosol, tiene una duracion alrededor de 10 dias (Nhu-Thuc, et al., 2013).
Normalmente el amoniaco esta presente en el aire en concentraciones que
dependen del area de andlisis, en zonas urbanas la concentracién de amoniaco
puede estar entre 9 a 48 ppbv; en areas rurales la concentracion puede ir entre 3 a
12 ppbv (Soloérzano Garcia, 2014).

8.1.3 Normatividad

En México existe la propuesta de la Norma Oficial Mexicana NOM-ECOL-1994
que limita las emisiones maximas permisibles de emisién a la atmésfera de
amoniaco proveniente de la fabricacion del mismo, la cual no esta publicada en el
diario oficial de la federacién y no es obligatorio su cumplimiento.

Esta propuesta indica que la emision maxima permisible de amoniaco por
chimenea de gases residuales del proceso expresado como (NH3) por tonelada de

producto base 99.9% de pureza, se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Emisiones maximas permisibles de amoniaco.
Maximo por dia Promedio 30 dias de evaluacion
Plantas existentes 0.1875 Kg/ton producto 0.0625 Kg/ton producto

Plantas nuevas 0.1100 Kg/ton producto 0.0550 Kg/ton producto

El limite méximo permisible de emision de amoniaco fuera del limite del predio de

la empresa no debe ser superior a 350 pg/m? promedio 8 horas, a nivel de piso.

Actualmente solo existen la Norma Oficial Mexicana NOM-010STPS-1999 la cual
establece las condiciones de seguridad e higiene en los centros de trabajo donde
se manejen, transporten, procesen o almacenen sustancias quimicas capaces de
generar contaminacion en medio ambiente laboral. La norma define:

e LMPE-PPT: Limite madximo permisible de exposicién promedio ponderado
en tiempo, es la concentracibn promedio ponderada en tiempo de un
contaminante del medio ambiente laboral para una jornada de ocho horas
diarias y una semana laboral de cuarenta horas, a la cual se puede exponer
la mayoria de los trabajadores.

e LMPE-CT: Limite maximo permisible de exposicién de corto tiempo, es la
concentracion méaxima del contaminante del medio ambiente laboral a la
cual los trabajadores pueden estar expuestos de manera continua durante
un periodo méximo de quince minutos, con intervalos de al menos una hora
de no exposicidn entre cada periodo de exposicion y un maximo de cuatro
exposiciones en una jornada de trabajo y que no sobrepase el LMPE-PP.

e CAS: son las iniciales del nombre en inglés del servicio de informacion de
compuestos quimicos de los Estados Unidos de Ameérica (Chemical

Abstract Service).

En la Tabla 3 se enlistan los valores establecidos en la NOM-010-STPS-1999 para
los limites maximos permisibles antes citados, para condiciones normales de

temperatura y presion.
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Tabla 3. Limites maximos permisibles de exposicion para el
caso de amoniaco.
No. Sustancia No.CAS LMPE-PPT LMPE-CT
ppm mg/m3  ppm mg/m3
66 Amoniaco 7664-41-7 25 18 35 27

No existe una norma internacional que regule la concentracién o la emisién de
amoniaco en el aire ambiente, pero algunos paises han establecido los limites
méaximos de exposicion en el aire especificando que sea Unicamente en ambiente
laboral, y las concentraciones van de 18 a 35 mg/m3. La URSS es el Unico pais
qgue indica los limites maximos de exposicion en el aire ambiente que es de 0.04
mg/m?3 de concentracion promedio diario y 0.12 mg/m?3 concentracién pico por dia
(Organisacién Mundial de la Salud [OMS], 1996).

Existe un reporte titulado Acute Exposure Guideline Levels for Selected Airborne
Chemicals, en el cual se identifica, revisa e interpreta datos toxicologicos y otros
datos cientificos relevantes para desarrollar niveles de referencia de exposicion
aguda (Acute Exposure Guideline Levels, abreviado AEGL), para productos
quimicos altamente toxicos y de alta prioridad. Los AEGL representan los limites
de exposicién del umbral para el publico en general y son aplicables a periodos de
exposicion de emergencia que varian de 10 minutos a 8 horas. Se desarrollan tres
niveles, cada uno con cinco periodos de exposicion (10 min, 30 min, 1h, 4hy 8h) y
se distinguen por diversos grados de gravedad de los efectos toxicos. Los tres
AEGL son definidos de la siguiente manera (Committee on Acute Exposure
Guideline Levels, Committe on Toxicology, Board on Environmental Studies and

Toxicology, 2008):
e AEGL-1: Concentraciéon en el aire expresada como ppm o mg/m3, de una

sustancia por encima de la cual se predice que la poblacion en general,

incluidos los individuos susceptibles, podrian experimentar incomodidad,
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irritacion o ciertos sintomas sin sentido. Los efectos no son incapacitantes,
son transitorios y reversibles al cesar la exposicion.

AEGL-2: Concentracién en el aire expresada como ppm o mg/m3, de una
sustancia por encima de la cual se predice que la poblacion en general,
incluidos los individuos susceptibles, podrian experimentar efectos
adversos irreversibles u otros efectos de salud graves y duraderos.

AEGL-3: Concentraciéon en el aire expresada como ppm o mg/m3, de una
sustancia por encima de la cual se predice que la poblacion en general,
incluidos los individuos susceptibles, podrian experimentar efectos en la

vida que pongan en peligro la salud o provocar la muerte.

En la Tabla 4, su muestra un resumen de los limites de exposicion evaluados para

amoniaco de acuerdo a Committee on Acute Exposure Guideline Levels, Committe

on Toxicology, Board on Environmental Studies and Toxicology (2008).

Tabla

4. Resumen de los niveles de exposicion aguda (por sus siglas en

ingles AEGL) evaluados para amoniaco.

Clasificacion 10 min 30min 1h 4 h 8h Referencia
30 30
30 ppm 30 ppm 30 ppm
ppm ppm . o
AEGL-1 21 21 21 Ligera irritacion
21 21
mg/m3  mg/m3 mg/m3
mg/m3 mg/m3
220 220 160 110 o .
Irritacion: ojos y
AEGL-2 ppm ppm ppm 110 ppm ppm
_ ) garganta. Ganas
(incapacitar) 154 154 112 77mg/m3 77
de toser
mg/m3  mg/m3 mg/m3 mg/m3
2,700 1,600 1,100 390
AEGL-3 >>0 ppm
- m m m m
pp Y Y 385 pp Letal
(letal) 1,888 1,119 769 273
mg/m3
mg/m3  mg/m® mg/m?3 mg/m3
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8.2 LA ESPECTROFOTOMETRIA DE UV-VISIBLE

Los métodos espectrométricos son un grupo de métodos analiticos que se basan
en la espectroscopia atomica y molecular. El término espectroscopia es un término
general para la ciencia que trata con las interacciones de las formas de energia y
la materia para obtener informacion sobre esta dltima. Los métodos que mas se
usan se basan en la radiacion electromagnética, que es un tipo de energia que
adopta varias formas. Asi, la espectrofotometria es el conjunto de procedimientos
que utilizan la luz (una regién de la radiacion electromagnética) para medir
concentraciones quimicas (Harris, 2007).

La radiacion electromagnética se describe por medio de un modelo ondulatorio
gue incorpora caracteristicas como longitud de onda (A), frecuencia (v), velocidad
y amplitud (A). Este fendmeno ondulatorio no requiere medio de soporte para su
transmision, por tanto pasa con facilidad por el vacio.

La Figura 3 muestra la radiacion electromagnética polarizada, que se propaga a lo
largo del eje x de una sola frecuencia. En a) el campo electromagnético oscila en
un plano perpendicular al campo magnético, y b) se muestra la oscilacién del

campo eléctrico.

Campo eléctricn I |
¥ |+——— Longitud de enda, A——»]

A

Campo magnético  x TT T
5

——— Campo eléetrico ——+

Direceldn
de . . .
propagacion ——— Tiempo o distaneia

a) bl

Figura 3. Radiacion electromagnética de una sola frecuencia (Skoog, Holler, &
Crouch, 2008).
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Desde el punto de vista de energia, es mas conveniente concebir la radiacion
electromagnética como particulas, llamadas fotones. Cada foton transporta la

energia, E, dada por la Ecuacion 1.

E=hv=— Ecuacion 1

Donde:

h = es la constante de Planck (igual a 6.62618x10-34 J s).

v = frecuencia (s'1) que corresponde al nUmero de oscilaciones completas de una
onda en un segundo.

c = velocidad de la luz (2,998 x 108 m/s en el vacio).

A =longitud de onda.

En la Figura 4 se muestra el espectro electromagnético el cual abarca una enorme
gama de longitudes de onda y frecuencia (y, por tanto, de energias). También se
muestra las regiones espectrales principales, las cuales se basan en los métodos

usados para generar y detectar las distintas clases de radiacion.

Fotones de alra energia Fotones de baja energia

Frecuencia,v (Hz)
10°4 102 107 10'® 10'¢ 10" 10% 10" 108 10° 10 10° 10°

Rayos gamma Microondas radioei

| ) S
cas/ Ondas radioeléctricas largas

10" 10" 107
Longitud de onda . » (M)

Espectro visibig

Violeta, azul

400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda  nm

Figura 4. Regiones en el espectro electromagnético (Scientific Committee on
Emerging and Newly Identified Health Risks, 2008).
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La espectroscopia de absorcién molecular en las regiones ultravioleta y visible del
espectro electromagnético (longitud de onda de 190 a 800 nm), se usa
ampliamente en la determinacion cuantitativa de una gran cantidad de especies
inorganicas, organicas y biologicas. Dicha region del espectro electromagnético es

el estudio de interés para fines de este trabajo.

8.2.1 Interaccidn de laradiacion y la materia

Todos los atomos o0 moléculas poseen un namero discreto de niveles de energia.
A temperatura ambiente la mayoria de las especies se encuentran en su nivel
energético mas bajo denominado estado fundamental o basa. De acuerdo a la
Ecuacién 2, la absorcion de radiacion ultravioleta o visible por una especie
atobmica o molecular M consiste en una excitacion electrénica, en la que un
electron de la especie M es promovido a un estado de energia mas elevado, del
cual el producto de la absorcion del foton hv por M es una especie excitada

electronicamente M*.

M + hv —» M* Ecuacion 2

El proceso de relajacién ocasiona que M* salga del estado de excitacion y regrese
a su estado fundamental. La relajacion puede ocurrir por la conversién de la
energia de excitacibn en calor, por un proceso fotoquimico que es la
descomposicion de M* para dar lugar a nuevas especies, la fluorescencia o
fosforescencia.

Es importante mencionar que el tiempo de vida de la especie excitada es breve
(10® a 10 s), por lo que su concentracién en cualquier momento es insignificante.
La cantidad de energia térmica desarrollada en la relajacion es también muy
pequefia, por lo que en las mediciones de absorcién perturban al minimo el
sistema en estudio, a excepcion de la descomposicion fotoquimica. Con lo
anterior, es posible adquirir informacion relacionada con el analito al medir la
radiacion electromagnética emitida cuando regrese a su estado basal o al medir la

cantidad de radiacion electromagnética absorbida como resultado de la excitacion
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(Skoog, Holler, & Crouch, 2008). En general, cuando se obtienen espectros de

UV-visible, sélo se desea que ocurra la absorbancia.

8.2.1.1 Absorcion de laradiacion

La luz es una forma de energia, la absorcién de la luz por la materia causa que
aumente el contenido de energia de las moléculas o a&tomo. La energia potencial
total de una molécula, generalmente se representa como la suma de energias
electronicas, vibracionales y rotacionales (ver Ecuacion 3), siendo la energia

electrénica la de mayor valor (ver Ecuacion 4).

Etotar = Eetectronica T Evibracionat T Erotacional Ecuacioén 3

La cantidad de energia que una molécula posee en cada forma no es un continuo,

sino una serie de niveles o estado discretos.

Eelectronica > Evibracional > Erotacional Ecuacion 4

En algunas moléculas y atomos, los fotones de luz UV y visible tienen suficiente
energia para causar transiciones entre los diferentes niveles. La longitud de onda
de luz absorbida es aquella que tiene la energia requerida para mover un electron
desde un nivel de energia inferior a uno superior. Sin embargo en las moléculas,
los niveles de energia vibracional y rotacional estan superpuestos sobre los
niveles de energia electronica, por tanto pueden ocurrir muchas transiciones con
diferentes energias.

La Figura 5 muestra el diagrama de los niveles de energia, S1y Sz representan los
distintos niveles electrénicos de una molécula de nivele energético fundamental
So. También se observa los estados vibraciones para cada nivel energético,
donde las diferencias entre los estados vibracionales son menores que entre
niveles de energia. Ademas, cada estado vibracional esta a su vez asociada a
varios niveles rotacionales.

Como estas diferencias de energia son Unicas para cada especie, el estudio de las

frecuencias de radiacién absorbida proporciona un medio para caracterizar los
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constituyentes de una muestra. Con este objeto, se determina en forma
experimental una gréafica de absorbancia en funcién de la longitud de onda y se
pueden correlacionar los tipos de enlaces de la especie en estudio. Por tanto, la
espectroscopia de absorcibn molecular es valiosa para identificar grupos
funcionales en una molécula (Skoog, Holler, & Crouch, 2008). Pero mas
importante es la aplicacion en la determinacion cuantitativa de compuesto que

contienen grupos absorbentes.

£ =—— ——  mivalesde snergia slectinica
— —F —  nmiveles de energiz vibracianal
— T nikeles de enargiz rotaciona!

8, e ]\ | fransicidn electinica

s, f

sa

x
Figura 5. Transiciones electrénicas y espectros UV-visible en moléculas (Owen,
2000).

La absorcion de radiacion ultravioleta y visible corresponde a la excitacion de los
electrones externos de atomos y moléculas, para lo cual hay tres tipos de
transiciones electrénicas que involucran:

1. Electrones 1,0y n

2. Electronesdyf

3. Electrones de transferencia de carga
Para efectos de este trabajo, el interés solo se enfoca en el primero caso, ya que
los otros dos corresponden a metales e iones de la serie de transicion y
compuestos de coordinacion.
Las moléculas organicas distribuyen sus electrones en diferentes niveles

electronicos llamados orbitales moleculares, los orbitales de menor energia son
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los o y le siguen los orbitales 1. Estos niveles electrénicos se disponen en la
region de enlace del diagrama. Si en la molécula existen atomos con pares
electronicos libres (oxigeno, azufre, nitrdgeno, halégeno) tendremos la region de
no enlace simbolizado con la letra n. En la region de antienlace se encuentran los
orbitales moleculares T y o*.

Una molécula en su estado fundamental tiene ocupado los orbitales de enlace y
no enlace, y desocupados los orbitales de antienlace, por tanto las transiciones
electronicas posibles se muestran en la Figura 6. La energia de excitacion
asociada de n electrones no enlazantes hacia ¢* es lo suficientemente alta para
que su absorcién quede restringida a la regiéon conocida como ultravioleta vacio
(A<180 nm).

Un electron en el orbital o es excitado al orbital de antienlace ¢* y 1 requieren
una alta energia, siendo que su absorcibn méaxima no se observa en el espectro
tipico UV-visible (200-700 nm).

Figura 6. Cinco tipos de transiciones electronicas. Estos ocurren de los orbitales

de enlace y no enlace a los de antienlace (Fernandez, s.f.).

La mayoria de las aplicaciones de espectroscopia de absorcion en compuestos
organicos se basan en transiciones de los electrones n y 1 al estado excitado *
porque la energia requerida para estos procesos lleva las bandas de absorcién
hacia dentro de la region ultravioleta-visible (200-700 nm). Las transiciones n —» *

y m — m*requiere la presencia de un grupo funcional no saturado que aporte los
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orbitales 1. Moléculas que contiene dichos grupos funcionales y son capaces de
absorber la radiacion UV-visible se les denomina cromoforos (ver Tabla 5).

Tabla 5. Longitudes de onda de méxima absorcion de los

principales grupos cromaoforos.

Cromoforo Transicién Amax (nm)
R-OH n-o’ 180
R-O-R n-o’ 180
R-NH:2 n-o’ 190
R-SH n-o" 210
R2C=CR:2 ot 175
R-C=C-R ot 170
R-C=N n-mn 160
R-N=N-R n-mnt 340
R-NO2 n-mn 271
R.CHO ot 190

n-mn 290
R,CO ot 180
n-mn' 280
RCOOH n-mnt 205
RCOOR’ n-mn 205
RCONH:2 n-mn 210

8.2.2 Ley de Lambert-Beer

Cuando una muestra absorbe luz, la potencia radiante del haz disminuye. La
potencia radiante, P, es la energia del haz de luz por unidad de tiempo y de area.
La luz se hace pasar a través de un monocromador para seleccionar una longitud
de onda, mejor conocida como luz monocromatica. Dicha luz, con una potencia
radiante Po incide en una muestra de longitud b, la potencia radiante del haz que
emerge por el lado opuesto de la muestra es P, porque la muestra puede haber
absorbido algo de luz, P < Po (Harris, 2007) tal como se muestra en la Figura 7.
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Solucién
absorbente de
concentracion ¢

Figura 7. Atenuacion de un haz de radiacion mediante una solucion absorbente
(Skoog, Holler, & Crouch, 2008).

La relacion directa entre P y Po se denomina transmitancia T (ver Ecuacion 5), que

es la fraccion de la luz incidente que pasa a través de la muestra.

T = — Ecuacion 5

Por tanto, T puede valer de 0 a 1 y la absorbancia se define como:

P -z
A= —logy (P_) =—logT Ecuacion 6
o

En el caso de la radiacibn monocromatica, la absorbancia es directamente
proporcional a la longitud b de la trayectoria a través de un medio y la

concentracion ¢ de la especie absorbente, (ver Ecuacion 7)

A = ebc Ecuacion 7
A = Absorbancia (adimensional)
» mol
¢ = Concentraciéon de la muestra (T = M)

b = Paso 6ptico, longitud de la celda (cm)

€ = Absortividad molar o coeficiente de exticiéon (M~tcm™1)
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La relacidon anterior expresa la ley de Lambert-Beer, la cual sienta las bases del
analisis cuantitativo tanto para las mediciones de la absorbancia atémica como la
molecular (Skoog, Holler, & Crouch, 2008).

La absortividad molar considerada en la ley de Lamber- Beer es caracteristica de
cada especie y nos dice cuanta luz absorbe a una longitud de onda determinada.
Este pardmetro puede ser calculado al reordenar la ecuacion (ver Ecuacion 8) que

representa la ley.

€=— Ecuacion 8

8.2.2.1 Limitaciones delaley

Existen algunas desviaciones que son fundamentales y representan limitaciones
propias a la ley, mientras que otras son resultado de la forma en que se realizan
las mediciones de absorbancia o como consecuencia de cambios quimicos. A

continuacion se mencionan a detalle las limitaciones a esta ley y sus causas.

1) Concentracién del analito
La ley de Lambert-Beer es restrictiva ya que Unicamente describe el
comportamiento de absorbancia de un analito a concentraciones bajas (< 0.01 M).
El grado de interaccién soluto-solvente, soluto-soluto, o los puentes hidrégeno
pueden afectar el ambiente del analito y su capacidad de absorcién. Es decir, al
aumentar la concentracion del analito, la distancia promedio entre moléculas y/o
iones responsables de la absorcién disminuye hasta el punto en que cada
particula altera la distribucion de cargas de las moléculas vecinas, modificando la
capacidad de absorcién de la especie. Asi la magnitud de la interaccién entre

moléculas depende de la concentracion.

2) Desviaciones quimicas aparentes
Estas desviaciones es causa de la disociacion, asociacion o reaccion del analito
con el disolvente para originar un producto con un espectro de absorcion diferente
al de la especie de interés, por ejemplo, las disoluciones acuosas de los

indicadores acido/base son caracteristicos de este comportamiento.
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3) Desviaciones instrumentales
La ley de Lambert- Beer se cumple en forma rigurosa cuando las mediciones se
efectian con radiacion monocromatica. Sin embargo, la relacion entre la
absorbancia y la concentracion deja de ser lineal cuando se realiza mediciones
con radiacion policromatica (a varias longitudes de onda) ya que la absortividad
molar de una especie en particular difiere entre si a diferentes longitudes de onda.
En la Figura 8 se observa la desviacion de la linealidad a medida que se
incrementa la diferencia entre los valores de absortividad molar del analito ¢" y €
para dos longitudes de onda A" y A”". Si las absortividades molares son iguales a

las dos longitudes de onda, la ley de Lambert-Beer se cumple.

:
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Concentracidn, M = 104
Figura 8.Desviaciones de la ley de Lambert-Beer con radiacién policromatica

(Skoog, Holler, & Crouch, 2008).

Si las bandas de longitud de onda seleccionada para mediciones
espectrofotométricas corresponden a una region del espectro de absorcion en el
que la absortividad molar del analito es en esencia constante, las desviaciones
respecto a la ley de Beer son minimas. Es recomendable seleccionar una banda
de longitud de onda cercana a la longitud de onda de absorcibn maxima (ver
Figura 9 inciso a), en la cual la absortividad del analito cambia poco y con ello
obtener una buena linealidad (ver Figura 9 inciso b).
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Figura 9. Desviaciones a la relacion lineal de la ley de Lambert-Beer al no elegir la

longitud de onda de méxima absorbancia (Skoog, Holler, & Crouch, 2008).

8.2.3 Instrumentacion

Los instrumentos para medir la absorbancia de radiacion UV o visible constan de
una fuente, selector de longitud de onda, recipiente para muestra, transductor de
sefal y procesador de sefial.

Un ejemplo de la instrumentacion se observa en la Figura 10, en a) es un
espectrofotometro de haz sencillo, donde se debe alternar la medicion del blanco y
la muestra y b) es un espectrofotometro de doble haz, donde la luz pasa
alternadamente por las celdas de la muestra y el blanco a causa de la rotacion de

un espejo cortador.

8.2.3.1 Fuente
Para mediciones de absorcion molecular es necesario disponer de una fuente
continua cuya potencia radiante no cambie en un intervalo considerado de longitud
de onda.

a. Lamparas de deuterio e hidrogeno
La excitacion electronica del deuterio o hidrogeno a baja presion produce un

espectro continuo en la region ultravioleta.

D + Ee — Dy —» D +D” " +hv Ecuacién 9
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En este tipo de lamparas se debe usar celdas de cuarzo, ya que la absorcion del
vidrio es muy fuerte a longitudes de onda menores de 350 nm.

a) Selector de longitud
Colimador de onda Detector
" P, P I -
Fuente de luz Monocromador Solucion Pantalla digital
muestra o medidor

(N IS e \"

Fuente

de Iuz Espejo  Monocromador

NS

Po
- Detector1  Referencia WV semiespeio
P
Detector 2 Muestra

Espejo

Figura 10. Diagrama de un espectrofotémetro.

b. Lamparas de filamentos de tungsteno.
Son la fuente mas comun de radiacion visible y del infrarrojo cercano, ya que
proporciona longitudes de onda comprendida entre 350 y 2500 nm.
La lampara de tungsteno, contienen una pequefia cantidad de yodo dentro de la
envoltura de cuarzo en la que se aloja el filamento de tungsteno. El yodo
reacciona con el tungsteno gaseoso formado por sublimacion, produciendo el
compuesto volatil Wlz2. Cuando las moléculas de dicho compuesto chocan con el

filamento, se produce su descomposicion y el tungsteno se vuelve a depositar.
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c. Diodos emisores de luz (LED, por sus siglas en ingles).
Son dispositivos que al llegar a tener polarizacion directa producen energia
radiante. Son comunes los diodos fabricados con arseniuro de aluminio y galio,
fosfuro de arsénico y galio, fosfuro de galio, y nitruro de galio e indio. Las mezclas
de estos compuestos se usan para desplazar el maximo de la longitud de onda a
cualquier lugar en la region de 375 a 1000 nm o mas. Estos diodos producen un

espectro continuo en un intervalo angosto de longitudes de onda.

d. Lamparas de arco de xenén
Producen una radiacién intensa al pasar la corriente a través de una atmdosfera de

xenon. El espectro es continuo en un intervalo comprendido entre 200 y 1000 nm.

8.2.3.2 Selectores de longitud de onda

La mayor parte de analisis espectroscopicos requieren radiacion que consiste de
un grupo de longitud de onda limitadas, angostas y continuas llamadas bandas.
Una banda angosta intensifica la sensibilidad de las medidas de absorbancia,
puede proporcionar selectividad y se le requiere para obtener una relacion lineal
entre la sefial Optica y la concentracion. Idealmente, la salida de radiacion desde
un selector de longitud de onda seria de una sola longitud de onda o frecuencia,
pero ningun selector de longitud de onda real se aproxima a esta idea.

Hay dos tipos de selectores de longitud de onda:

a. Filtros
Existen filtros de interferencia los cuales dependen de la interferencia Optica para
proporcionar banda angosta de radiacion. Los filtros de absorcion, se usan
ampliamente para la seccion de bandas en la region visible y su funcion es

absorber porciones seleccionadas del espectro.

b. Monocromadores
Estos dispersan la luz en las longitudes de onda que la compone y selecciona una

banda estrecha de longitud de onda, que es la que pasa por la muestra o llega al
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detector. Los monocromadores estan compuestos por una ranura que proporciona
una imagen Optica rectangular, una lente o espejo colimador que produce un haz
paralelo de radiacion, una red que dispersa la radiacion en las longitudes de onda
gue se compone, un enfoque que reforma la imagen de la ranura de entrada y la
enfoca sobre una superficie plana (plano focal) y una rendija de salida en el plano
focal que aisla la banda espectral deseada (ver Figura 10 inciso a).

8.2.3.3 Recipiente parala muestra

Las celdas o cubetas en las que se coloca la muestra y el disolvente deben ser de
un material que deje pasar la radiacion de la region espectral de interés. Para
espectroscopia en la region ultravioleta se requieren celdas de cuarzo o silice
fundida, las cuales también son transparentes en la region visible. Aunque, en esa
region pueden utilizarse celdas de vidrio de silicato.

Las mejores celdas tienen ventanas perfectamente perpendiculares a la direccion
del haz para reducir al minimo las pérdidas por reflexion. La longitud de celda mas
comun es de 1 cm. A veces se emplean las cubetas cilindricas pero se debe poner
especial cuidado en repetir la posicion de la cubeta respecto al haz, ya que las
variaciones en la longitud de la trayectoria y en la perdida por reflexion en
superficies curvas pueden causar errores importantes.

La calidad de las medidas de absorbancia depende en gran medid del uso y
mantenimiento que se hagan a las cubetas. Las huellas dactilares, la grasa u otras
sefales sobre las paredes de las celdas alteran el paso de la radiacién incidente a
la muestra. Las cubetas calibradas no deben secarse mediante la accion del calor
ya que puede causar dafios fisico o cambios en la longitud de trayectoria. Las

celdas se deben calibrar regularmente entre si con una solucion absorbente.

8.2.3.4 Transductor de radiacion

Los transductores o también conocidos como detectores, convierten la energia
radiante en una sefal eléctrica. El transductor ideal debe tener una alta
sensibilidad, una alta relacion sefal-ruido y una respuesta constante a un amplio

intervalo de longitudes de onda. Ademas debe tener un tiempo de respuesta
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rapido y una sefial de salida cero si no hay iluminacion. La sefial eléctrica
producida por el transductor ideal debe ser directamente proporcional a la potencia
radiante.

Existen dos tipos generales de transductores, de fotones y de calor, de los cuales
el primero se usa ampliamente en las mediciones de radiaciéon UV vy visible.

Todos los transductores de fotones, también conocidos como detectores
fotoeléctricos, tienen una superficie activa que absorbe la radiacion. En algunos, la
energia absorbida causa emisiones de electrones y hace que se produzca una
corriente fotoeléctrica, en otros la radiacion impulsa a los electrones a las bandas

de conduccion, por lo que la deteccion se basa en la conductividad.

8.2.3.5 Procesadores de sefial y dispositivo de lectura

Un procesador de sefial es un dispositivo electrénico que amplifica la sefial
eléctrica proveniente del transductor ejecutando operaciones matematicas con la
seflal, como derivaciones, integraciones 0 conversiones a un logaritmo para
hacerla mas adecuada en el funcionamiento de los dispositivos de lectura. Se
pueden encontrar diferentes tipos de dispositivos que desplieguen la informacion

en los instrumentos modernos de tal forma que pueda ser interpretada.

8.2.4 Tratamiento de la muestra

Las mayores fuentes de error en espectroscopia UV-visible estan relacionadas
con el tratamiento y la quimica de la muestra. Varios factores, que incluyen el
disolvente utilizado, la concentracion, pH y temperatura de la muestra, pueden
afectar la posicién e intensidad de las bandas de absorcion de las moléculas.
Estos parametros deben controlarse para asegurar maxima precision y para poder
comparar espectros medidos bajo diferentes condiciones (Owen, 2000).

El disolvente ideal para la preparacion de muestras seria aquel que disuelva todos
los tipos de compuestos, debe ser no inflamable y no toxico, ademas de
completamente transparente a todas las longitudes de onda. También la polaridad
de un disolvente puede modificar el entorno electronico de un cromoforo

absorbente.
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La concentracion, normalmente solo afecta la intensidad de las bandas. A
concentraciones altas, las interacciones moleculares pueden causar cambios en la
posicion de la banda de absorbancia, lo que afecta la linealidad de la
concentracion en relacion con la absorbancia, y llevar a resultados cuantitativos
inexactos.

Los efectos del pH sobre los espectros de absorbancia pueden ser muy grandes y
ser resultado principalmente por variaciones del equilibrio entre dos formas
diferentes. Si el espectro de la muestra se afecta por el pH, debe utilizarse una

disolucion reguladora para controlar este parametro.

8.3 FUNDAMENTO DEL METODO

La determinacion de amoniaco por espectrofotometria esta basada en la reaccion
de amoniaco disuelto en un medio acuosa con fenol e hipoclorito de sodio
produciendo la molécula indofenol, el cual tiene un color azul intenso en un medio
alcalino (pH= 8-11) y que pueda ser catalizada por nitroprusiato de sodio.

Se considera amonio disuelto tanto al amoniaco libre (NH3) como a los iones
amonio (NHs*) presentes en disolucion. Si este tiene un pH superior a 9.2 la
concentracion de amoniaco tiende a incrementar, y si el pH llega a ser menor al
mencionado, la concentraciéon de amoniaco disminuye y la de amonio aumenta

(ver Figura 11).
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Figura 11. Porcentaje de NH4* y NHs en funcion del pH (lllinois State Water
Survey, 2004).

Obtener la molécula indofenol a partir de amoniaco procede de varias etapas. La
primera etapa es la reaccion entre el amoniaco e hipoclorito de sodio para dar
como primer producto la monocloroamina (NH2Cl), que es un compuesto oxidante
menos fuerte al hipoclorito. Esta primera reaccion puede formar tres tipos de
cloroaminas inorganicas diferentes (NH2CIl, NHCI2, NCI3) dependiendo del valor del
pH, el cual debe ser de 8.4 0 mayor para obtener Unicamente la monocloroamina
gue es el compuesto principal que se desea obtener, y la proporcion ideal de
hipoclorito:amoniaco debe ser de 6:1, ya que si hay mayor cantidad de amoniaco
se suele formar las dicloroaminas y tricloroaminas. La segunda

La segunda etapa es la reacciéon de la monocloroamina y el fenol en presencia de
hipoclorito para formar p-benzoquinona-N-cloroimina en presencia de nitroprusiato
de sodio como catalizador. La quinona formada reacciona con otra molécula de
fenol y forma el indofenol. La reaccién de formacion de indofenol se muestra en la
Figura 12.

El cambio de color del indofenol esta asociado al valor de pH del medio (ver

Figura 13), razdn de ser necesario el uso de un buffer que mantenga un pH basico

para solo obtener la especie quimica disociada del indofenol.
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Figura 12. Reaccion de Berthelot. Secuencia de reacciones para la formacion de

indofenol en un medio alcalino.

O

Color amarillo en disolucion Color azul en disolucién
pH=6.3 pH=12.3

Figura 13. Molécula de indofenol en equilibrio acido-base.

El pH del medio de reaccion resulta ser el parametro mas critico para la
determinacion de amoniaco con el método azul de indofenol. A un valor de pH
inferior a 8, la reaccién no comienza (M. Tzollas, et al., 2010). El requerimiento de

un orden de adicion de los reactivos se explica con base a las reacciones
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propuestas. En el medio de reaccion se debe colocar primero un buffer que
permita tener condiciones alcalinas, posteriormente se adiciona el hipoclorito de
sodio al amoniaco antes del fenol para poder formar la monocloroamina. Si el fenol
se adiciona primero y posteriormente se agrega el hipoclorito la produccién de
monocloroamina se reduce, ya que el fenol resulta ser una sustancia sensible a
agentes oxidantes. La disociacion del atomo de hidrégeno perteneciente al grupo
hidroxilo del fenol, forma el radical feniloxilo que es estabilizado por resonancia. El
radical asi formado puede continuar oxidandose con facilidad y conllevar a la
formacion de productos tales como dihidroxibenceno, trioxibenceno y/o quinonas.
El hipoclorito al ser un compuesto quimico fuertemente oxidante reacciona con el

fenol, antes de poder formar la monocloroamina.

El nitroprusiato de sodio, también conocido como nitroferricianuro de sodio y en
este texto abreviado como NF es generalmente incorporado como un reactivo en
procedimiento de analisis para la determinacién de amoniaco por la reaccion de
Berthelot. Dado que este reactivo aumenta la velocidad de reaccidén, se conoce
generalmente como catalizador.

Se reveld que en la reaccion de Berthelot, el NF se convierte rapidamente a
nitritopentacianoferrato de sodio en disolucién alcalina. Después de esta reaccion
inicial, se establece un equilibrio entre NF y acuopentacyanoferrato de sodio
(AgF), tal como se muestra en la Figura 14.

Hay evidencia de que AgF es el catalizador real para la reaccién de Berthelot, que

es responsable de una mayor sensibilidad.

[Fe(CN)sNOJ> + 20H === [Fe(CN)sNOyJ* + H,0 === [Fe(CN)sH,0]* + NO,

NF AqF
Figura 14. Equilibrio en disolucién acuosa del nitroprusiato de sodio.

8.4 IMPLEMENTACION DEL METODO

Para este trabajo fue necesario hacer una verificacion del método, azul de

indofenol, lo cual consiste en confirmar por la provision de evidencia objetiva de
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gue se cumple los requisitos para el método. La verificacion consiste en evaluar el
desempefio del método para demostrar que cumple con las caracteristicas para el
uso previsto. Se debe contar con la técnica para realizarlo adecuadamente
tomando en consideracion las propias instalaciones, equipo y persona.

Lo parametros de desempefio son la evidencia objetiva que caracterizan al
método e indican que tan bueno es para el propésito que se desarrollo. Por tanto,
los parametros recomendados para un meétodo que incluye mediciones por
espectrometria de ultravioleta-visible se mencionan a continuacion con su

respectiva definicion.

8.4.1 Intervalo de trabajo

Intervalo comprendido entre las concentraciones superior e inferior (incluyendo
dichas concentraciones) y para las que se ha demostrado que el analito es
cuantificado con un nivel satisfactorio de repetibilidad, recuperacién y linealidad
(Vega Rodriguez, 2011). El intervalo de trabajo es generalmente mas amplio que

el intervalo lineal.

8.4.2 Linealidad

Es la capacidad del método para obtener resultados proporcionales a la
concentracion del analito en las muestras, dentro de un determinado rango.

La relacion entre la respuesta del instrumento con la concentracién no tiene que
ser perfectamente lineal para que un método sea efectivo, pero la curva debe ser
repetible (Eurachem, 2005).

8.4.3 Limite de deteccion

La menor concentracion del analito en una muestra que puede detectarse, pero no
necesariamente cuantificarse bajo las condiciones establecidas de la prueba
(Centro Nacional de Metrologia [CENAM], 2008).

Cuando se realizan mediciones a niveles bajos del analito o de la propiedad
relacionada, como en el analisis de trazas, es importante saber cual es la

concentracion mas baja del analito que se desea detectar confiablemente por el
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método. Normalmente es suficiente proporcionar un indicativo del nivel al cual la

deteccion resulta problemética.

8.4.4 Limite de cuantificacion

Es la concentracion més baja del analito que puede determinarse con un nivel de
incertidumbre aceptable. Debe establecerse empleando materiales de referencia o
muestras apropiadas.

Algunas convenciones toman el limite de cuantificacion como 5, 6 o 10 veces la
desviacion estandar de la medicion del blanco (Centro Nacional de Metrologia
[CENAM], 2008).

8.4.5 Repetibilidad
Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales, cuando el
procedimiento se aplica repetidamente por un solo analista, usando los mismos

instrumentos, mismo lugar y método en intervalos cortos de tiempo.

8.4.6 Reproducibilidad

Proximidad de la concordancia entre los resultados de las mediciones del mismo
mensurando haciendo variar las condiciones de medicién. Para lo cual es
necesario especificar las condiciones que se hacen variar, las cuales pueden ser:
el principio de medicién, el método de medicién, el observador, el instrumento de

medicion, el patrén de referencia, el lugar, las condiciones de uso o el tiempo.

8.4.7 Sesgo
Es la diferencia entre el valor promedio obtenido de los resultados de prueba con
respecto a un valor de referencia aceptado o conocido.
Existen tres formas de evaluarlo:
¢ Uso de material de referencia o material de referencia certificado
Material o substancia en el cual uno o mas de los valores de sus
propiedades son suficientemente homogéneos y bien establecidos como

para ser utilizados en la evaluacion del desempefio de un método.
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Uso de métodos de referencia
Comparacion de resultados del método a prueba con los obtenidos por un

método normalizado, que puede utilizar una técnica analitica diferente.

Experimentos de recobro

Porcion de la cantidad de analito presente en la muestra o adicionado a
esta (fortificar), que debe ser cuantificada efectivamente por el método de
ensayo.

Es una forma de evaluar la eficiencia del proceso de preparacion e
interferencia que puedan existir para detectar todo el analito presente en

una muestra al aplicar el método.
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9 METODOLOGIA

En esta seccion se describe el procedimiento que se siguid para realizar las
pruebas experimentales de los pardmetros de desempefio que caracterizan al
método. La lista de materiales, equipo y reactivos utilizados se enlistan en los
anexos 13.1y 13.2.

La evaluacion del método se limita a obtener evidencia de que se puede
cuantificar la concentracion de amdnico que haya sido capturado en disolucion del
aire ademas de la fortificacidn que se pueda realizar a las muestras (adicion de
una concentracion conocida del analito), ya que las concentraciones de amoniaco
mas altas esperadas capturar del aire ambiente en disolucion estan alrededor de
0.28 ppm, equivalente a una concentracion de 0.3 ppm de amonio, de acuerdo a la
relacion de la Ecuacién 10. Se debe tener presente que el amoniaco se captura del
aire en una disolucion acida contenida en burbujeadores y con el uso de una

bomba que arrastra aire hacia la disolucion.

9
1 ol NH;

9 +
18- NH]

[NHs5] = [NH]] * Ecuacion 10

Hay que recordar que este método consiste en cuantificar amoniaco por medio de
la reaccion de Berthelot, las muestras obtenidas contendran el amoniaco como
amonio ya gque la disolucion en la cual se captura es acida, razén de que se
implemente el método usando disoluciones patrén de amonio para imitar las

condiciones en las que estaran las muestras.

9.1 PROCEDIMIENTO PARA LA EVALUACION DEL METODO.

En esta seccion se describe a detalle como se realizd la experimentacion de cada
parametro de desempefio. En todos ellos se debe tener en cuenta el siguiente

procedimiento para revelar el color de las disoluciones estandares de amoniaco o
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de alguna muestra, el cual consiste en afiadir 2.0 mL de la disolucion buffer, 5.0
mL de disolucion de trabajo de fenol, 5.0 mL de agua destilada o desionizada, 2.5
mL de la disolucion de trabajo de hipoclorito de sodio y se lleva al aforo con agua
a un volumen final de 25.0 mL. Se debe esperar al menos 30 min para que la
reaccion proceda por completo y revele el color (ver Figura 15).

Las lecturas de absorbancia se realizaron a una longitud de onda de 630 nm en
una celda con un paso 6ptico de 1 cm.

La descripcion de la elaboracién de disoluciones mencionadas anteriormente se

encuentra en el anexo 13.3.

Figura 15. Ejemplo de disoluciones estandar de amonio una vez desarrollado el

color.

9.1.1 Intervalo de trabajo y linealidad

Se realiz6 una curva de calibracién a partir de la disolucion de trabajo de amonio
tal como se muestra en la Tabla 6. El intervalo de trabajar se propuso con base a
las concentraciones de amonio en disolucion que se espera encontrar en las

muestras.
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Se repitid la preparacion de cada nivel tres veces, leyendo la absorbancia de cada

nivel seis veces.

Tabla 6. Descripcion de la preparacion de los estandares NH4™.

Concentracion NHa4® Alicuota disolucién de Volumen final

Nivel
(ppm) trabajo NH4* (mL) (mL)

1 0.08 0.2 25.0
2 0.2 0.5 25.0
3 0.4 1.0 25.0
4 0.8 2.0 25.0
5 1.2 3.0 25.0
6 1.6 4.0 25.0
7 2.0 5.0 25.0

El blanco que se utilizé se preparé con 2 mL de acido sulftrico 0.1 N y la adicion
de las disoluciones mencionadas en la seccion 9.1 Procedimiento para la

evaluacion del método.

Se utilizé el método de minimos cuadrados para determinar la ecuacion de la recta
asi como el coeficiente de correlacion, el cual indica la linealidad del método.
Los criterios de aceptacion para la linealidad e intervalo de trabajo son:
e Tener un coeficiente de correlacion (r) mayor o igual a 0.98, ya que se esta
analizando concentraciones traza.
e Valor de pendiente cercano a 1.
e Error aleatorio en la respuesta del instrumento no mayor al 5%.

e Grafica de residuales no debe mostrar tendencia.

9.1.2 Limite de deteccion y de cuantificacion.
Se hicieron 3 blancos de curva independientes y se realizaron lecturas de
absorbancia de cada uno por sextuplicado, a partir de lo cual se puede calcular los

limites de deteccion y cuantificacion.
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El blanco que se utilizo fue el de la curva de calibracién, que se prepar6 con 2 mL
de acido sulfarico 0.1 N y la adicién de 2.0 mL de la disolucién buffer, 5.0 mL de
disolucién de trabajo de fenol, 5.0 mL de agua destilada o desionizada, 2.5 mL de
la disolucion de trabajo de hipoclorito de sodio y se lleva al aforo a 25.0 mL con
agua.

El limite de deteccion se expresa como la concentracion del analito calculado a
partir de la siguiente formula:

_b+3xsS, Ecuacién 11
T m

L.D

El limite de cuantificacibn se expresa como la concentracion del analito
correspondiente a:

C.= m Ecuacion 12

m

Donde b es la media de las lecturas de absorbancia del blanco, m es el valor de la
pendiente obtenido de la regresion lineal de la curva de calibracion, S, es la
desviacion estandar de las absorbancias del blanco.

El numero 10 y 3 son elegidos de acuerdo al nivel de confianza deseado, el cual
es de 10% y 3% la desviacion estandar relativa del blanco.

9.1.3 Sesgo

Este parametro se evalud utilizando material de referencia certificado y por
experimentos de recobro.

El material de referencia que se uso fue un estandar de cloruro de amonio del cual
se prepar6 una disolucion madre a una concentracion de 5 ppm, a partir del cual
se hicieron tres disoluciones de concentracion conocida y a cada una de ella se
midio la absorbancia por triplicado. Se calculo la concentracion de las disoluciones
utilizando la ecuacion de la curva de calibracion. Posteriormente se calculo lat de
student con la Ecuacién 13 para determinar si son iguale estadisticamente el valor
de la concentracién esperada con la concentracién calculada por el método y si

existe error sistematico.
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Ecuacioén 13

(% —x)Vn

g

o

X, = Promedio de las mediciones o concentraciones
x = Valor de lareferencia
o = Desviacion estandar de las mediciones o concentraciones

n = Numero de mediciones

Para los experimentos de recobro se usaron muestras a las cuales se prepararon
de dos formas, fortificadas y sin fortificar. El procedimiento consistié en dividir en
dos la muestra y a una se le afiadid una concentracion conocida de cloruro de
amonio (0.8 ppm), posteriormente ambas partes de la muestra se les preparo de
forma usual afiadiendo la disolucion fenol de trabajo, hipoclorito de amonio de
trabajo y buffer, tal como se preparo la curva de calibracion. Una vez obtenidos los

resultados se uso la Ecuacién 14 para el célculo de recobro.

C-—C .,
%Recobro = % X 100 Ecuacion 14

Cr = Concentracion de disolucion fortificada
Csy = Concentracion de disolucion sin fortificar

Caq = Concentracion adicionada

El criterio de aceptacidon es obtener un recobro entre 70-110%, ya que se esta

trabajando con concentraciones traza y una muestra del medio ambiente.

9.1.4 Repetibilidad
Se eligieron dos niveles diferentes de concentracion dentro del intervalo de
trabajo, analizando cada nivel por triplicado por un mismo analista en tres

diferentes dias.
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Se calcul6 el porcentaje de recuperacion de los seis resultados para cada nivel
con la Ecuacién 15, y se determind la media (x), desviacion estandar (§) y el
coeficiente de variacion (%CV) de los porcentajes de recuperacion. También se
realiza un andlisis de varianza para determinar la existencia de repetibilidad entre

el porcentaje de recuperacion obtenido en los tres dias de andlisis.

Ceq1 100 % L
%Recuperacion = Zeal” 7 7 Ecuacion 15

Cesp

C.q1 = Concentracion calculada con el método

Cesp = Concentracion esperada

9.1.5 Reproducibilidad

Se eligieron dos niveles diferentes de concentracion dentro del intervalo de
trabajo, analizando cada nivel por triplicado, por un mismo analista en tres dias
diferentes, utilizando un espectrofotometro diferente al utilizado anteriormente.

Se calcula el porcentaje de recuperacién de los resultados para cada nivel
utilizando la Ecuacién 15, y se calcul6é la media (x), desviacion estandar (6) y el
coeficiente de variacién (%CV) de los porcentajes de recuperacion para cada
nivel. Se comparan estos resultados con los obtenidos en la repetibilidad, usando
la ANOVA para determinar si hay diferencia alguna entre los porcentajes de

recuperacion al utilizar dos diferentes espectrofotometros.

En el espectrofotbmetro que se utilizd para esta prueba, también se tuvo que leer
las absorbancias de la curva de calibracion que se describié en la seccién 9.1.1
Intervalo de trabajo y linealidad. Con los resultados se obtuvo la ecuacion de la
curva de calibracion para este espectrofotometro y con ello se calculdé la

concentracion de las disoluciones que se leyeron en dicho instrumento.
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10 RESULTADOS Y DISCUSION

10.1 INTERVALO DE TRABAJO Y LINEALIDAD

En la Figura 16 se observa un grafico que contienen las tres repeticiones de la
curva de calibracion descrita en la Tabla 6, a partir del cual se determiné el
intervalo de trabajo del método.

Se observa que la linealidad de método se pierde a partir de la concentracion 1.6
ppm, ya que en las tres repeticiones las absorbancias no caen en valores
cercanos entre si, como sucede en las concentraciones menores a 1.6 ppm. Lo
gue coincide con que la absorbancia comienza a ser mayor de 1 y la linealidad se
pierda. Por tanto, el intervalo de trabajo para el método se establece en un rango
de concentraciones de 0.08 ppm a 1.2 ppm del cual se muestra los resultados de
absorbancia para cada nivel en la Tabla 7. En esta se reporta la media de
absorbancia, ya que hay que recordar que se hicieron tres repeticiones de la curva
de calibracién leyendo la absorbancia de cada nivel seis veces. También se
reporta el valor de la absorbancia esperada y el resultado de los residuales, las

cuales se calcularon utilizando las féormulas del anexo 13.5.

CURVA DE CALIBRACION
1.60
1.40
1.20
1.00 X X
0.80 »
0.60
0.40
0.20 bl

X
000 X
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8 2

CONCENTRACION NH,* (ppm)

ABSORBANCIA

Repeticion 1 Repeticion 2 X Repeticion 3

Figura 16. Grafica de las tres repeticiones de la curvas de calibracién del método

azul de indofenol para la determinacion de amoniaco.
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Tabla 7. Respuesta del instrumento para la linealidad del método.

Concentracion Media de la

Nivel

(ppm) absorbancia (Yirear)

1 0.08

-0.002
0.023
0.032
0.030
0.100
0.111
0.186
0.212
0.241
0.561
0.489
0.545
0.748
0.749
0.771

Absorbancia Residuales

(Yi esperada)
-0.023

0.018
0.033
0.063
0.096
0.114
0.207
0.226
0.249
0.494
0.487
0.517
0.781
0.747
0.786

(Vi real - Yi esperada)
0.021
0.006
-0.002
-0.033
0.004
-0.003
-0.021
-0.014
-0.007
0.067
0.002
0.027
-0.033
0.002
-0.015

Una vez establecido el intervalo de trabajo, se hizo un grafico obteniendo la media

de la absorbancia de cada nivel reportado en la Tabla 7, asi la curva de calibracién

promedio obtenida se observa en la Figura 17 y en la Tabla 8 se resume los

estadisticos que lo describen.
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INTERVALO Y LINEALIDAD DEL METODO

0.90

0.80 y = 0.6804x - 0.045
0.70 R2 = 0.9966

0.60
0.50
0.40
0.30
0.20
0.10
0.00

ABSORBANCIA

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4
CONCENTRACION NH,* (ppm)

Figura 17. Curva de calibracion promedio de la regresion lineal del método azul de

indofenol a 7 niveles de concentracion.

Tabla 8. Estadisticos promedios de la linealidad del método.

Estadistico Simbolo Resultado Criterio aceptacion
Pendiente m 0.680 Cercanoal
Ordenada al origen b -0.045

Coeficiente de correlacion r 0.9966 Mayor o igual a 0.98
Error aleatorio de la respuesta Syix 0.026 Menor al 5%

El intervalo de trabajo y lineal para el método azul de indofenol tiene un rango de
concentraciones de 0.08 ppm a 1.2 ppm de amonio, equivalente a 0.08 ppm a 1.13
ppm de amoniaco en disolucién. La ecuacion de la curva de calibracion queda
expresada como:

Absorbancia = [NH}] * 0.680 — 0.045 Ecuacion 16

Recordando que si se quiere conocer la concentracibn de amoniaco en la
disolucidn se debe usar la relacion de la Ecuacion 10.
Se grafico los residuales (ver Figura 18) calculados de las tres repeticiones de la

curva de calibracion de la Tabla 7.
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GRAFICO DE RESIDUALES
0.08

L 4
0.06

0.04

0.02 L 2

000 B m | |
0.1 01 03 05 07 09 11 13 15
-0.02

ABSORBANCIA

L d |

-0.04
CONCENTRACION NH,* (ppm)

& Repeticion 1 W Repeticion 2 Repeticiéon 3
Figura 18. Grafico de residuales para la linealidad del método.

En la Tabla 8 se muestra que el intervalo lineal tiene un coeficiente de correlacion
de 0.9966 cumpliendo con el criterio de aceptacion, el valor de la pendiente resulta
no estar cerca del valor propuesto, indicando la baja sensibilidad del método al
analito de interés. El error relativo respecto a la respuesta del instrumento es
menor al 5% vy el gréfico de residuales (Figura 18) no muestra tendencia, lo que
indica la no existencia de error sistematico. Por tanto existe linealidad de la

respuesta del instrumento con respecto a la concentracion del analito.

10.2 LiMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Utilizando la Ecuacién 11 y Ecuacion 12 mencionadas en la metodologia para
calcular los limites de deteccion (L.D.) y limite de cuantificacién (L.C.) con base a
los resultados de la lectura del blanco que se muestran en la Tabla 9. Dado que
los blancos se prepararon de forma independiente, se realizo el calculo estadistico
de la media, desviacion estandar y limites de deteccién y cuantificacion para cada

blanco.
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Tabla 9. Resultados del blanco y valores de los limites del método.

Desviacion Limite Limite

Blanco Media . o
estandar deteccion cuantificacion

X Sp L.D. L.C.

1 -0.033 0.023 0.05 ppm 0.28 ppm

2 0.092 0.000 0.14 ppm 0.14 ppm

3 0.002 0.002 0.01 ppm 0.03 ppm
Media 0.07 ppm 0.15 ppm

El L.D. tiene una media de 0.07 ppm, que es menor al primer valor de la curva de
calibracién y el L.C. fue de 0.15 ppm, resulta ser un valor intermedio entre los dos
primeros valores de la curva de calibracién (ver Figura 17).

El valor del limite de deteccidn es aceptado ya que es menor al nivel inferior en el
intervalo de trabajo de acuerdo a lo establecido por la Comision de control
analitico y aplicacion de cobertura. Criterio para la validacion de métodos
fisicoquimicos (2011).

El limite de cuantificacion es aceptado ya que permite determinar la concentracion
mas alta de amonio muestreado en el aire de acuerdo a lo establecido en la
metodologia, ademas de permitir fortificar las muestras con cloruro de amonio a

concentraciones mayores o iguales al L.C.

10.3 SEsGO

e Evaluaciéon por material de referencia.

Se hicieron tres disoluciones de concentraciones diferentes y conocida de cloruro
de amonio, del cual esta certificado su concentracion (material de referencia). A
estas disoluciones las nombramos como concentracion real.

La Tabla 10 muestra los resultados obtenidos de cada disolucién, las cuales se
leyeron su absorbancia por triplicado y a partir de la cual se calculo la

concentracion de cada una utilizando la Ecuacién 16.
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Tabla 10. Resultados de la concentracion calculada de las disoluciones

estandar.
Media de la
Concentracion Concentracion _ o
_ concentracion Desviacion
real Absorbancia calculada
calculada estandar
(ppm) (ppm)
(Ppm)
Xreal X o
0.004 0.072
0.04 0.003 0.070 0.07 0.001
0.004 0.072
0.044 0.131
0.1 0.044 0.131 0.13 0.001
0.045 0.132
0.360 0.595
0.6 0.361 0.597 0.60 0.001
0.362 0.598

Se realiz6 una prueba t de student, usando la Ecuacion 13 descrita en la

metodologia, con una confiabilidad del 95%, estableciendo las siguientes

hipotesis.

Hipdtesis nula (Ho): La media de la concentracion calculada es igual a la
concentracion real.

Hipotesis alterna (Hi): La media de la concentracion calculada es diferente a la
concentracion real.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la Tabla 11, se rechaza la hipotesis nula

para las concentraciones del material de referencia NH4Cl a 0.04 y 0.1 ppm ya que

la to es mayor a la ti por lo que estadisticamente la concentracion real del estandar

resulta ser diferente a la concentracion calculado por el método.

Para la concentracion real de 0.6 ppm del material de referencia de NH4Cl resulto

ser igual a la concentracion calculada, de acuerdo al estadistico t studet ya que el

valor de to es menos al valor de ti.
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La existencia de error sistematico para las concentraciones de 0.04 y 0.1 ppm se
debe a que estas son menores al limite de cuantificacion que se establecié a una
concentracion de 0.15 ppm.

Por otra parte, la concentracion de 0.6 ppm del material de referencia utilizado es
una concentracion mayor al L.C, y que esta a la mitad de la curva de calibracion
tal como se ve en la Figura 19, razén de que el método si cuantificara sin error

sistematico dicha concentracion.

Tabla 11. Resultados de la pruebat de student.

Media de la

_ . Valor de t Valor t de _ .

Concentracion  concentracion - Hipotesis
critica tablas al 95%
real (ppm) calculada nula
(to) (ti)
(ppm)

0.04 0.07 64.22 4.30 Rechazada
0.1 0.13 63.74 4.30 Rechazada
0.6 0.60 3.99 4.30 Aceptada

GRAFICA DE COMPARACION
0.900
0.800
0.700
0.600
0.500
0.400
0.300
0.200
0.100

0.000 &
0100 © 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4

CONCENTRACION NH,* (ppm)

ABSORBANCIA

& Material de referencia H Curva de calibracion

Figura 19. Gréafico de comparacion de resultados obtenidos por material de

referencia y la curva de calibraciéon del método.
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» Evaluacion por experimento de recobro.

Los resultados de las pruebas de recobro se muestran en la Tabla 12 donde la
concentracion se calculé usando la Ecuacion 16 de la curva de calibracion y para

el recobro se utilizé la Ecuacion 14 mencionado en la metodologia.

Tabla 12. Pruebas de recobro.
Muestra
Bl B2 B3
Media

y 0.09 ppm 0.08 ppm 0.11 ppm
_ o concentracion
Sin fortificar .
Desviacion
] 0.0015 0.0015 0.0022
estandar

Media

y 0.92 ppm 0.90 ppm 0.99 ppm
concentracion

Fortificada o
Desviacion
] 0.0022 0.0015 0.0022
estandar
Concentracion adicionada 0.8 ppm 0.8 ppm 0.8 ppm
%Recobro 104.5 % 101.8 % 110.1 %

De acuerdo al criterio de aceptacion establecido en la metodologia el porcentaje
de recobro debe estar en el intervalo de 70-110%, lo cual se cumple ya que el
método si cuantifico la concentracion con la que se fortifico la muestra que fue de
0.8 ppm, obteniendo asi para las muestras B1, B2 y B3 un recobro de 104.5 %,
101.8 %, 110.1 % respectivamente

Los resultados obtenidos al usar material de referencia y las pruebas de recobro,
demuestran que el método permite cuantificar con poco sesgo concentraciones
mayores o iguales al limite de cuantificacion que es de 0.15 ppm hasta 1.2 ppm

que es el limite superior del intervalo de trabajo del método.
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10.4 REPETIBILIDAD

Las concentraciones que se eligieron para evaluar este parametro fueron de 0.2
ppm y 0.8 ppm, midiendo la absorbancia de cada una por triplicado en 3 dias
diferentes.

Los resultados se muestran en la Tabla 13 para una concentracion de 0.2 ppm y
en la Tabla 14 para una concentracion de 0.8 ppm. Se observa que en ambos
casos el porcentaje del coeficiente de variacion (%CV) tiene valores bajos, lo que
indica que hay poca variabilidad en el porcentaje de recuperacion de cada dia, es
decir que hay homogeneidad entre los resultados obtenidos en un mismo dia tanto

para una concentracién de 0.2 y 0.8 ppm.

Tabla 13. Resultado de repetibilidad del método para la

concentracion de 0.2 ppm.

Dia %Recuperacion Media (0 Desviacion Coeficiente de
concentraciones estandar () variacion (%CV)
54.84 %
1 54.84 % 54.84 % 0.0 0.0
54.84 %
105.78 %
2 106.52 % 105.04 % 1.94 1.85
102.84 %
111.91 %
3 111.17 % 11141 % 0.42 0.38
111.17 %

Péagina | 48



Tabla 14. Resultados de repetibilidad del método para la
concentracion de 0.08 ppm.

S %Recuperacion Media Desviacion Coeficiente de
concentraciones (x) estandar () variaciéon (%CV)
109.97 %
1 109.97 % 110.03 % 0.11 0.10
112.15 %
97.72 %
2 97.72 % 97.76 % 0.11 0.11
97.91 %
106.05 %
3 106.42 % 111.41 % 0.21 0.20
106.42 %

Para comprobar que hay repetibilidad entre las medias del porcentaje de
recuperacion obtenidos los tres dias de analisis, se realiz6 un andlisis de varianza
(ANOVA) con una confiabilidad del 0.05, para comprobar que las medias son

estadisticamente iguales.

Hipoétesis nula Ho: X; = X, = X3

Hipoétesis alterna Hi: x; # X, # X3

Tabla 15. Resultados ANOVA para repetibilidad.

Valor Observado Valor Feritica

Concentracion Ho

Fo (a=0.05)
0.2 ppm 2183.23 5.14 Rechazada
0.8 ppm 5253.5 5.14 Rechazada

Dado que el valor de Fo es mayor al valor de Fcritca de acuerdo a la Tabla 15, se

rechaza la hipétesis nula y se afirma que por lo menos una de las medias del
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porcentaje de recuperacion de la concentracion 0.2 ppm y 0.8 ppm es diferente
respectivamente, por tanto se no hay repetibilidad en el método.

La no existencia de repetibilidad es atribuido a errores sistematicos que puede ser
causa del instrumento, ya que puede no haberse usado de forma incorrecta el
instrumento o cabe la posibilidad de que la lampara del espectrofotometro ya no

estuviese en buenas condiciones.

10.5 REPRODUCIBILIDAD

Este parametro se evalué utilizando dos espectrofotometros diferentes, el que se
utilizo fue el de la Facultad de Quimica (FQ) en el que se realizaron las pruebas
experimentales de los parametros de desmepefio anteriormente descritos y el
segundo espectrofotometro utilizado esta en el Centro de Ciencias de la Atmdsfera
(CCA). En cada espectrofotometro se analizaron disoluciones con concentracion
de 0.2 ppm y 0.8 ppm de amonio en tres dias diferentes pero por el mismo

analista, obteniendo asi los resultados de las Tabla 16 y Tabla 17.

Tabla 16. Resultados de los porcentajes de recuperacién
para una concentracién de 0.2 ppm.

Espectrofotometro Dia 1 Dia 2 Dia 3
84.0% 81.57 % 98.60 %
84.0% 73.47 % 98.82 %
1. CCA
84.0% 71.66 % 98.56 %
54.84 % 105.78% 111.9 %
2. FO 54.84 % 106.52 % 111.1 %
' 54.84 % 102.84 % 111.2 %
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Tabla 17. Resultados de los porcentajes de recuperaciéon

para una concentracion de 0.8 ppm.

Espectrofotémetro

1.CCA

2. FQ

Dia 1

117.22 %
117.24 %
117.22 %
109.97 %
109.97 %
110.15 %

Dia 2

89.02 %
89.60 %
86.15 %
97.72 %
97.72 %
97.91 %

Dia 3

124.08 %
124.11 %
124.11 %
106.05 %
106.42 %
106.42 %

De los porcentajes de recuperacion obtenidos se calcul6é la media, la desviacion
estandar y el coeficiente de variacion, lo cual se muestra en la Tabla 18.

Tabla 18. Estadisticos de la reproducibilidad del método.

Media Desviacion Coeficiente
., Espectro- ., , o
Concentracion i %recuperacion  estandar  de variacion
fotometro
X (8) %CV
CCA 86.00 % 11.71 13.61
0.2 ppm
FQ 90.43 % 30.99 34.27
0.8 ppm CCA 103.44 % 12.73 17.32
FQ 95.67 % 18.11 5.99

Los valores del coeficiente de variacion expuestos en la Tabla 18 muestra que hay
poca variabilidad en los datos, a excepcion del espectrofotbmetro FQ para una
concentracion de 0.2 que es mucho mayor en comparacion a los otros %CV, lo
cual puede deberse a que es una concentracion cercana al limite de cuantificacion
determinado para este método en dicho espectrofotometro.

Sin embargo, se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) para determinar si existe

reproducibilidad entre los instrumentos utilizados en los tres diferentes dias.
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Hipodtesis nula Ho: X; = X, = X3

Hipodtesis alterna Hi: x; # X, # X3

Tabla 19.Resultados ANOVA para reproducibilidad.

Valor Valor critico
Concentracion  Observado Feritica Ho
Fo (a=0.05%)
0.2 ppm 0.065 18.513 Aceptada
0.8 ppm 0.420 18.513 Aceptada

De acuerdo a los resultados de la Tabla 19, la comparacién de la medias del

porcentaje de recuperacion para cada concentracion respectivamente con el uso

de dos espectrofotometros diferentes resultan ser igual estadisticamente, ya que

el valor de Fo es menor al valor de Fcriica. Se afirma que existe reproducibilidad en

el método.
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11 CONCLUSIONES

Se logré la implementacion del método analitico azul de indofenol que permite
identificar amoniaco en disolucion acuosa utilizando la reaccion de Berthelot.
Realizada la verificacion del método se establecio el intervalo de trabajo que va
de 0.08 a 1.3 ppm, con linealidad de 0.9966, un limite de deteccion de 0.07 ppm y
un limite de cuantificacion de 0.15 ppm.

Se determina que el método tiene poco sesgo, lo que indica que puede ser
utilizado para cuantificar amoniaco con veracidad ya que no hay interferentes.
Ademas se establece que tiene una precision intermedia, dado que se tiene
reproducibilidad en el método pero no repetibilidad.

Con base a los resultados se consigue demostrar que el método puede ser
utilizado en andlisis de amoniaco en disolucion de forma préctica a nivel educativo,
en el que los alumnos puedan realizar un analisis analitico por espectrofotometria
para identificar y cuantificar con precision y veracidad el amoniaco, siempre y

cuando este dentro del intervalo de trabajo establecido.
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13 ANEXOS

13.1 MATERIAL Y EQUIPO

e Balanza analitica, Santorius.

e Espectrofotdmetro, Thermo Cientific, Genesys 10S UV-Vis

e Espectrofotometro, GBC, Cintra 101

e Parrilla de calentamiento

e Matraz volumétrico 25.0 mL, 50.0 mL, 100.0 mL y 250.0 mL

e Pipeta volumétrica 15.0 mL, 10.0 mL, 5.0 mL, 4.0 mL, 3.0 mL, 2.0 mLy 1.0
mL

e Micropipeta 200-1000 pL

e Vaso de precipitado
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13.2 REACTIVOS

e Estandar cloruro de amonio (NH4Cl), 100 pug/mL, High- Purity Standards.

e Acido sulfarico (H2SOa4), reactivo 99,2 %, J.T. Baker.

e Cloruro de amonio (NH4Cl), reactivo 100.2%, J.T. Baker.

¢ Fenol (CeHsOH), reactivo 99.9%, J.T. Baker.

e Fosfato tribasico de sodio decahidratado (NasPO4+12H20), reactivo 98.4%,
J.T. Baker.

e Hidréxido de sodio (NaOH), reactivo = 97.0%, Labessa.

e Hipoclorito de sodio (NaClO), reactivo 5 %, Hycel.

e Metanol (CH3OH), reactivo 99.9%, J.T.Baker.

e Nitroprusiato de sodio (Naz[Fe(CN)sNQOJ]), reactivo 299.0%, Labessa.

e Agua destilada o desionizada.
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13.3 ELABORACION DE DISOLUCIONES

a. Disolucion de H2SO4. 0.1 N
Se diluyo 0.7 mL de é&cido sulftrico en 250.0 mL de agua. La disolucion

dura hasta dos meses en refrigeracion.

b. Disolucién de nitroprusiato de sodio
Se disolvi6 0.2 g de nitroprusiato de sodio en 10.0 mL de agua. La

disolucion se conserva por dos meses en refrigeracion.

c. Hidréxido de sodio 6.75 M
Se pes6 135 g de NaOH y se disolvié en 500 mL de agua destilada. Se
volatiliza el amoniaco contenido en el reactivo al calentar la disolucion
hasta tener un volumen de aproximadamente 300 mL, se dejo enfriar y
se llevé a un volumen final de 500.0 mL. Conservar en una botella de

polietileno.

d. Buffer de fosfatos.
Se peso 5.0 g de NasPO4+12H20 y se disolvié en un poco de agua. Se
adiciond 7.4 mL de NaOH 6.75 M y se llevo a un volumen fina de 100.0

mL con agua.

e. Hipoclorito de sodio 0.1 N
Se tomo una volumen de 6.5 mL hipoclorito de sodio al 5% y se llevé a
un volumen final de 50.0 mL de agua destilada. La disolucién se

conserva por dos meses en refrigeracion.
f. Fenol 45 % viv

Se pesoO 25.0 g de fenol y se calentd a 60° C en bafio maria hasta

tenerlo en estado liquido, el cual se trasvaso a un matraz de 50.0 mL y
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se diluyo con metanol. Esta disolucion se conserva por dos meses en

refrigeracion.

. Disolucion de trabajo hipoclorito de sodio
Se mezcld 15.0 mL de la disolucion de hipoclorito 0.1 N con 15.0 mL de
la disolucion de NaOH 6.75 M y se diluyo con agua en un volumen final

de 50.0 mL. Se debe preparar el dia en que se usara.

. Disolucion de trabajo de fenol
Se mezcld 10.0 mL de la disolucion de fenol 45% v/iv y 500.0 uL de la
disolucién de nitroprusiato y se llevé a un volumen final de 50.0 mL.

Debe prepararse el dia en que se usara y solo es estable por 4 hrs.

Disolucion madre de NH4Cl

Se prepard una disoluciéon a 1000 ppm de NH4Cl lo cual equivale a 0.94
mg/mL de NHs. Para lo cual se pes6 0.1479 g de la sal y se disuelve en
un volumen final de 50.0 mL. Esta disolucion se conserva en

refrigeracion hasta dos meses.

Disolucién de trabajo NH4Cl

Se tomo una alicuota de 0.5 mL de la disolucion madre de NH4Cl y diluir
en 50.0 mL con la disolucién de &cido sulftrico 0.1 N. Esta disolucion de
trabajo tiene una concentracion de 10 ppm de NH4Cl, equivalente a 9.5

ppm de NHs.
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13.4 INSTRUCCIONES DEL MANEJO DEL ESPECTROFOTOMETRO

Procedimiento

1.

Encender el espectrofotdmetro con el boton indicando ON/OFF que se
encuentra en la parte posterior del equipo.

Esperar 15 minutos a que el equipo se estabilice antes de hacer la primera
medicion.

Seleccionar la longitud de onda deseada con la tecla ¥ (ajustar longitud de
onda.

Insertar el blanco y oprima la tecla ¥ (introducir blanco) para ajustar a cero
la absorbancia.

Retirar la celda con el blanco.

Introducir en otra celda la muestra, leer y anotar el valor de la absorbancia
de las muestras.

Apague el equipo con el boton indicando ON/OFF.

Figura 20.Espectrofotometro Genesys 10s vis
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13.5 FORMULAS Y CALCULOS ESTADISTICOS

Media Desviacion estandar Coeficiente de variacion
tx xX; — X)? o
f=21— o= fu %CV = — % 100
n n—1 X
Pendiente

2 =00i =)
m =

2 (x; — X)?
Ordenada al origen
b=y—-—mx
Coeficiente de correlacion
20 =% i =)

e Yo oe

Respuesta corregida

Residuales
R=y; =y
R = valor observado — valor corregido
Error aleatorio de la respuesta

5, = |20
x n—2

ANOVA

El analisis de varianza se realizando con el uso del programa Excel. En el caso de
repetibilidad el procedimiento fue:

Datos —» analisis de datos —» andlisis de varianza de un factor
Para reproducibilidad el procedimiento fue:

Datos —» analisis de datos —» analisis de varianza de dos factor con una sola

muestra por grupo
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13.6 DATOS COMPLEMENTARIOS

Se realizaron tres curvas de calibracion de amoniaco las cuales se leyé su
absorbancia en los espectrofotometros de la facultad de quimica y del CCA. De
cada curva de calibracion se determiné la pendiente, ordenada al origen

coeficiente de correlacion y error aleatorio asi como la media.

En el caso de reproducibilidad se usaron la media de de m y b medios respectivos
a cada instrumento para el calculo de concentraciones usando la ecuacién 14,

despejando la concentracion de amonio.

Tabla 20. Resultados de las repeticiones de la curva de calibracion en el
espectrofotometro FQ.

Ordenada al Coeficiente de Error

Pendiente
Dia origen correlacion aleatorio
m b r Syix
1 0.718 -0.080 0.9920 0.050
2 0.651 -0.035 0.9997 0.009
3 0.672 -0.020 0.9986 0.018
Media 0.680 -0.045 0.9966 0.026

Tabla 21. Resultados de las repeticiones de la curva de calibracién en el

espectrofotémetro CCA.

_ Ordenada al Coeficiente de Error
Pendiente _ » _
Dia origen correlacion aleatorio
m b r Sy/x

1 0.726 0.052 0.9879 0.091
2 0.560 0.077 0.9990 0.021
3 0.649 0.122 0.9859 0.088
Media 0.652 0.084 0.9909 0.067
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13.7 HOJA DE SEGURIDAD

F 2 AFROX

A Wemier of The Linde Group

MATERIAL SAFETY DATA SHEET (M3D35)

ANMMOMIA
{Please ensure that this MSDS is received by the appropriate person)

DATE: Septerber 2015 “arslen 2

Fef. blo : MSA2S

1 PROOUCT ANO COMPANY IDENTIFICATION

Froduct Mame Ammenia

Chamical Formula MH-

Tradename Armmaonia

Solour cading Silwer body wilh @ RediA. 11] circle balow
thee b, anad & wallow bared m el ealy
kel the red«ircle

Wah:e CEA240-2Binch — 18 MNGT right hand

Famale

Companmy l[dentfieation  Afcan Cwygan Limted
23 Wiabhey Sras]
Johannegkurg, 2001
Tal. Mo (011) 490-0400
Far Ma: (0117 480-0506

EMERGENCY HUMEER 0EGD111135 or (M1} 8724332
(24 hours)

1 COMPOSMIONINEFORMATION OM [NGREDIENTS

Ammmonia
Carazive. calstie. raaclive qas

Chemical Mame
CHamieal famity

SYNGiyHS Anbyerous ammonle, RT17
CAE Mo, TEE-41-T

LIM Mo, 1005

ERG Ma. 128

Hazchern W arning Comosive boxic gas

3 HAZARDS IDENTIFICATION

K3l Hazards  [(YHEING oF comoslve bo equosed Hssues. Inhdalon of
vapours may resull In pulmaniary oedema and chemles
preumaonitiz. Coniacl with liquid product may cauze
frosthite or freeze burmes, in expased fissues. Al
cylindars are parskle gas comtalners and must ba
regarded a= pressure wvessals at all timas.

Adversa Health Efacts. (nhalstisa of high coocanirations produces
viglerl Colgning due 1 e ocal action on the
respiratory tract. If repid escape iz ret pogsible, severe
Iung Irritet on. pulmonary oedams and ceeh can resul.
Lower conceniraiions cause eye iritelion, lanmglis and
bronchitis.

Biological Hazards. Because of iis akalne properies, longtem
S¥posUng to Tiofa can cadse damage. Adguaic Taunacan
adsc ba affected sheuld the pH af Iheir anvironmarl
change  due o lenglorm expesure  to high
cenceniralions of ammonia.

Yapour Inhaladon. Ammonia acis principalty on the upper respirgtery
tracl. whare It exettz an akalne. caustle actlon. |t
produces respirdory refleses such gz coughing and
arest of respiration. |t affects the comjunciiva and
cobmas  Immedidaly.  Imhaldblen  Zauze:  acima
Irflaninatlon of tha respiralory organs, coughing,
cademia of the lunge, chromic bronchid celarh,
secretlon of sallva and rederthon of urlne.,

Eye Contast  Expesure behigh gas concentrations may cause
termporary blindness and severe eye damage. Direcl
contael of the eyaswith liquid arivdrews ammenia will
prociuce Sanols eye bunes.

5kin Gomtact Liguid anbedrous ammonia produces skin burns on
contact.

Ingastion S lmweing of the Bquid results in =ewera cormesiva action

of the rmauih, thraal . and stomach.

Labadling Hements:
Hazand PE:to rams

Signal Ylord: Danger

Haz ard Statements:

H221: Flammable gas

H331: Tosic if inhaled

H314: Causes seware skin bumz and eye damage
HaX): Very tazic 1o aguatic life

Pracaution ary Statements:

ISEEFIRST AID MEASURES SECTION FOR TREATM ENTS)

P2ED: Do not breathe gassapours

F2E2: Do not gel in eyBE, on skin. o on clohing

P26 Wash hands thoroughly after handling

F2T1: Lise only ouldoars o In & well vertllgies srea

P27 Add release 1o The emdronment

P391: Collect spillege

P2E4: Wear respiratory protection

P304+ |F INHALED: resnene 1o fragh air amd keep al resl in a
posilion comfortable for breathing

F310: Innmediatety call a FOIS0OM CEMTRE or doclorphysician

F320: Specific freatment iz urgent (see firel ad measures seclion)

FI0 2304331 IF SWALLOWIED: Rinse moulh. Do not nduce
wanmting

P3D24HP2E1 +7353: |F OM SKIM (or hairy: Immedialely rericyve or take off
all contaninaed clyhing. |mmediEtely fnsd Skin wiin
wiaterizhoer

P36 Wash conlaminagted clothing before re-use,

P30sHPIE1 +HP330: IF IN EYES: Rinse cautiously with waler for several
mirutes. Remove contact lenses. if presenl and eaxy bo
do so. Continue rirsing.

FPITT: Leaking gas Mra: 0o mot extinguish. Lnless oak can ba stapped
=anely.

P401: Store In accordance wiih naticasl requlalons

P4 0342230 Store 0 4 wall vertilzpad plece and oeep contanes tighiny
closed

P4 05 Store locked up

P501; Do nk dizpoge contents/conlainer be slorm wraler draing, reat e
hazardous waste.
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A AFROX

A Mhemazr ot The Linde Group MATERIAL SAFETY DATA SHEET (MSDS5)

AKIMONIA
{Please ensure that this M3D3S is received by the appropriate person)

4 FIRET AID MEASLRES

Prompt medical altention is mandatory in all cazes of owerexposure.
ROsCUe peesonnel Enodkl be equipped with Sell-contanod breatning
spperetuz. Ay corzeieus person who has inhded ammenia ceusing
Irrkatlon shouldd Be 2ssisted ta 20 i ortanminated e and Inhala frest
alr. A parson caercam e by ammaenla should Immediaiely ba ¢ arled to an
urmentemingled area, If breedhing has ceased, arlificial respiraion must
be =tarted immedialely. prefarably by trained perzonnal. If braathing i=
wadk or hes been restored by aificlal resplratlon. oxvoen mey be
adminstered. Summeon a physician immedaaly far amyone wha has
Diaey badrned of ovsrcoree by ammonia. Lnkl 8 plvysicisn srves, and
AT Nisvig SceomplIsned 8 thorsugh removal of smmonla &5 possble,
keep the palient warm and guist. and take such specific eclion &2 may
b nclicatadl.

Eye Contact Farzons wih polenlis &g osune 1o ammonl e should not

voear cortact lenses. Call aphysician al once.
Irnmadiialy Begin IrHgaticn of tha eyas vih coplous
amourts of clean waler whie hakding the eyelds apar.
Centiue irigation for 15 minutes. Reped This
procadurs every 10 minutes For an hour, each lirme
Irrlggsting for a perloed of 5 mitles . If readly awallable, a
5% boric acid solution may be used nsiead of waler.
But Irrlgation must not be delsped while such a solition
is sought or prepared. Frompt and ihoeough irigation is
of primary imporance. Ay standard anaesthedic
solution for opihalmic useordaredd by e physickn
may be instilled for eonirol of zevere pain, but orly efler
the 15 minule peried of irigaticn has kean cormpl sled.
Sonthuous cold borle scld compresses should be uzed
for cames of 5evBna injury. in addilion bo irrigation.
Mo s or pinlmenls shedd be instiled umil afier the
eya has besn axamired by & quelfsd physlclen, and
them onby as prescribed by him. Ucers of ibe comea
shsuld befraghed by an ophiFaimalogis.

Ekin Contaet If shin conlacl iz ewtensive and emergercy showers
awmilable, the Wiclim should gel urder The emergency
shmwer irnmadiataly. Comlaminaad cldhing and shoes
should be remeved Lnder the shoees. In olher cases,
the affecled areas shouM be wiazhed thoroughly wiibh
leije emolUnts of runring el for 4 18881 15 minulas.
Do not apply sabes or cimmerts of cover bune wilh
dresxing: howvewer, project the injured area with a clean
clethy prick 18 rasdical cane. Do Nt Aarpt 1o neuiralae
the emmaonia. Zubgequent medical breament i
cthervise the same as For thermal burns

Intalatien The cansclous person Who Nes Inhded 8 oo eniraion
of ammanla which ceuses irntedion eTects should go o
m uncantaminated area and inhale fresh ar or coygen.
Eve. noze and thoss Imtalion snold e meabd @
deceribed below for more zericus epazures. Howewver,
IF the apasura has Been 1o minor concentratlons for 2
limitec fime, usually no trestraent will be required, &
worker overcarne by ammonia musl be caried 1o @n
uncontamingtad aimosphere and. i breadhing &
lebyoured or has cessed, ghen arificld resplralion
{back-pressure,  am  lifl.  ar  moulh-le-mowh
resuzclialion;  Immedigiely, praferably By Alme
perzannel. Withen bresthing hes been restored, 100%,
ewygen iz adminizterad, bul net far more then 1 haur of
cominuaus treatment 2 oo tirne, Congen 1Rerapy may
ke inlermupbed after 1 hour, and reinstivted as ihe
clinical condtion indicate=. Ohserve for laryngeal
spasm and perform Irachectomy IF Indicsted. In case of
savere esposure, the paliend should breathe 100%
cygen UnGA podlive axheldlon pressura cdem fof
cne-hal hour periods ewery hour. Tresiment mey be
cominued in this way unlil symptoms subside or cther
clinleal Indicaliabs for nlsrUpdon appast.

Contact with nose & throat. Irigsle  Ihe  nose  and  moulh

corlinuously for 15 minues. IF ihe

Ingestion

pellant can Fwallon, ecourage him to
drink large quarities of 0.6% citric acid
soldion or lemonade. Mewer gie
amning by momh lo an unconsclous
perzon.

If iquid anhydrous ammenia has bhesn
sesdloved, cal a physlclan mediatety.
If the pallerd b5 conselous and sbke, he
should drink large amounis of water to
dims e chemicd. Do mt Induce
warnting i the palient i= in zhock,
edreime paln or IS uncorsclous. T
warniting beging, place the paienl face
doen with hessd loweer fhet hips: ihis
prevents womil fromn enlering the lungs
and eausing furher Infury

i FIREFIGHTING MEASUREE

Extituguls hitg nvedia.

Specific Hazards

Emetgency Actions,

Frotective Clothimg.

Fogwaler Spray. (0 tha absercs af Mog
equipment, a fine spray of watar may be
usad.) Liza  madla sultable  Tor
surrcundng  fire.  Although  amrnenia
doas ot Peprasare & SMUS
flammaclliey hazard, rbdures of alr and
ammonia contgining from 15% to 20%
ammonia vapour by woluma wil ignite
whien sparied. ar B e 0]
{emperatures exceeding 6517 C.

High lewels of ammonia can produce
comosive effectz pn fissuas and can
cause larvngeal and bronchlal spasm
and oed=ma 50 &5 to cbstnuct breathing.

Rescus pargonndl should be equipped
wilh self-contained breathing apperatus.
If pogzible, elep the Alow of gas. Since
ammonia 15 sauble B oweater, 1115 1he
best exingulshing meda - nat enly In
mitinguishing the fire, but & 50 absorbing
1he escaped ammonla gas. Evacude 1he
area. Al cylinders should be ramoved
from 1he wicinily af the fre. Cyinders tha
canmat ke removed shoud be cooied
wiln water from a3 =afe  distence.
Cyllcdars whlch hase beeh aposed to
exeessive  hesl sheuld be cleady
identified and returned te the supplier.
COMTACT THE MERREST AFROX
BRAMEH.

Sar-conldned  bresihing  spparalus.
Safety glovee. Gopgles end choaz, or
boats. shiould ba wom whet Bendling
clinders,

Environmenta precavllons. &3 The gas |z lighler than ak, ensure thet

it i= nod {rapped in confined =paces.
KoCK domn pockels of gas wih Tog
water spray. and wentilat= Ihe area using
foeced- draft i necessary. Prevent from
A 1M Sens ahd drains.

6 ACCIDENTAL RELEASE MEASURES

Fersonal Presautions, Personnel working with anhydrous ammenia
should be thoroughly Familisr =Alh safely precaations For
handling 2 gas comesiva 1a human lisswe as well as measwres
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¥ AFROX

& Meinber ol The Linde Group

MATERIAL SAFETY DATA SHEET (MSDS)

AMMOMNIA

sPhasﬂ ensure that this MSDS is received by the appropriate persm!

fa hancling GMergercies. A gad Mask MUS! De warn when
breaking and making connections, or pressuring a systens. Seif-
contaned bragihing apparstus shodd ba swalable boh up and
chawn ind

Environmantal Pracarions, Bacause of 12 high aliailinily and solubiley
n waler, ammania can alter fhe pH balances of surface weier. =nd
e plants. Shousd (hey be seposed 1o Nigh conceniralions for any
lengih of lime, Inese changes in pH could be ddrimental 10 bolh
Mora and fauna

Small spills. Oriy personnel (raned for, and designated lo hendle
emerganclis, should @lempl lo sicp a leak Fespraoy
equipmsnt of @ Typs sulable for emmonta mMus! De wom. Al
persons nol s0 equipped must lesve the aifedled area uniil the
leak has been slopped. IT ammonia vapour Is relesaed, the
irrating wffoct of the vapour vil bypecally fere personne to
leae the area before they hove been expozed fo dsngeraus
Coll Carmrmions . Kiock down &l &m ourms of anmmenla using a
fog-waier  spray Prevert from  enlenng sewers ar drains.
\antilwe the area uzing farcad-draughi ventilation if neceszary.

Large apils Bweuste all unpralected personnel fo upednd ameas.
Dispene laaks vAth water §pray of fog 1o ouser concerration of
anmania gie. Meutralizse cantarmineted area wih 8 dildle acid.
md deluge vath plerty of waler, Rolae a leaking cylinder 1o
allove s Nstead of llquid 1o escape, Keep o e [solaled urtl all
gas has baen dispersed. Evaporation |5 very rapid causing ice 1o
form an leakirg eylinders

7 HANDLMG AND ETORAGE

Ay stare 1l eindars 1 UpAgh posicn, Avold dragqing, rdling o
slidng eyinders. Use trolleys for andiing. Cylinders should be stored in
a well vanlilated area on a hard dry surface. Venlilation inkets shoud be
at celling and Moor s, Cyinders must e used ona Tiest In - TIrst ou”
bemis, Koep cylinders awmy from scarces of heal, Keep away From
childran,

i BEMPOSURE CONTROLEPERSCHNAL PROTECTION

Occupational Exposure Hazards, nhaktion of high concertrations
praduces siolerd coughing due ta locel aclion on the respiraiony tract. IT
rapid ezcap |2 not possibia. Eevara lung Irrlation, puimonary oadema
and death can resull. Loser concertrations cause eye irrlatian, lannglis
and bronchitis. Exposure lo high gas concemiralions may cause
temporary bllnchess end severe eye damege. Direct comtac of the eyes
wilh liguid arfvydrows ammonia will producs serous eve bums. Liquid
anhydrous arnmani produces siin burns on corect

TLY 25ppm

STEL 5ppm

Enginsanng contral mes sures. Enginesnng conbral msasunes ars
preferted Lo redue ¢ eposures. Sensral rmelhods neluds hanical
werilaion pAOCeSE or pErtonal MNCoTLNe. aNd CONtrol Of proCess
condbians. Adminitratiee conirols and parsonal prolective squipment may
50 Do IBgUired. Liss & SUlabie Namep ool veniiaion SySiem §aparats
from offher eohusi vendiaion syslens. Edvaus! direct Lo ouishde and
supply sulficien! replacement air io make up for air removed by exhars
systen.
Farsonal
protection

Eyne - Chamical goggles
[HAands = Mubber gloves
EHn - rubber ar plaziic gpron

#  PHYSICAL AND CHENICAL FROPERTIES

PHYSICAL DATA

Chemical Symbol NH3
Tolecular Yielgni 1703
SpeclicVelume & 20°C & 101,325 kPa 14056 mlg
Bloiling pairt & 101,226 kPa 334
Ralathe cansiy fair = 1 101,326 kPa 053

Flarnm ability Isvels In air 6= 25 Cbry vl
Autoigniion tam paralure BE1°C
Solour Mee
Tacte Alkalime
Odaur Pungert

10 STABILITY AND REACT NATY

Condifionz o avaeid. Hedling of cyfinders. as the ncedss in pressuse
DEAT 3 oFeCl relROnsnip 10 INCMeaso In lemperalure. Wnen e
gas is exposed to femperdlures in e rage 449'C &
1013256 a. dissodiaion Wil oo, wiih Me relase of nirogen
and hydrogen. The hydmogen could then form asplacive pasiai
mixdures. Never use oyfinders as eollers or supporis, or For any
other mupeze than The slorage of anmonia

Incsmpalible Makerials, Moz common metals ae not affecled by dry
ammonia. However, when combined with waler wvapour,
APoNia Al ATACK COXe:, ZAnC, or Alys contaning copper as
a maw aloying elemerd. Themefore. these malerids should not
be ueed in contac wilh am mania.

Hazardous Decermp o slion Products See above, Sondilons to Avld

11 TOXICOLOGIGAL INFORMATION

Acuie Tazicity Ammania iz nat 8 Systamic palsan
Shin & eye contacl Severe Irlard

Chrorle Todo iy Chronle IFPEation ba 1he eves, ROBA, ARl LPRSF
respirelory lract may resull fram repeated exposure

Io the wapours.
carcinogeniclty,. Mo Knoen efTest,
stagenicity: Genglic  mulalions  ohsarsed in bacterid and

marntnalian lest syelems,
Reproduclive Hazards: Mo knmin effect

Matlonal Leglglailon: Mane
(For furthar inform ation sea Sectian 3. Advarsa Healh Effacts’.

12 ECOLOGICAL INFORMATION

Amtnonia gas can cause damage to the ecology dae to e high akalinty
and affinity For waler. pH changes can ooour in the immediate ensirons
af 3 spllwhich could athect both Rora and faunsa

13 DISPOSAL CONSIDERATIONS

Disposal Methods.  Ammonia may be disposed of by dischage inlo
wrater of SUMMCen Wl ims [0 abdom . Disposal of
tha resuttar] ammanium Fydroside, including and
subsequent neulraisatlon products, musl be
ders in an ernirenmentally safe manner That, for

. willl nat be harmful fo equalic Ife. Loge
amounts snould only be handied by ne gas
supplier

14 TRANSPORT MNFORMATION

ROAD TRARSFORTATION

LI N 1005

Clams 23 Towic gas
Subsidiary sk Coroshve, Inhalathon hicerd
ERG Mo 125

Hazrhem waming Taxic gas

SEA TRANSFORTATION

IMDS 1005

tlass 23

Labsal Tade gas

AR TRANSPORTATION

ICACAATA Code 1005

Class 2.3

Subsidiary risk Tazic, comoshe gas
Fackaging group

- Camga 200

- Passangar Ferblddan
Mazimum guaniity allmeed

= Cargo 25k

- Paszanger Forbiddan

15 REGULATORY INFORMATION

GHE Hezard clase . Flam gas 2
Acule toe 3
dqnbaktlan
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o AFR
.!-Mmercnrelim?ﬁ MATERIAL SAFETY DATA SHEET (M5DS)
AMMOMIA
{Please ensure that this MSDS is received by the appropriate person)

Skin corr 16
Acute aquatic 1

HMetlonal Laglziation OHTact #nd Reguleions (a5 of 19323)
Fefar 1o SAMS 1023 and SANS 1034 Supplermant for a:planaicn of
1ha abs

16 OTHER MFORMATIOM

Eiblicgraphy

Comprassed Gag A3 soclelon, Arlington. Wirginka

Handbaak & Compressed Sases- 3rd Edidicon

Maheson, Matheson Sas Data Baak - Bl Editien

SANS 10265 - Labeling of Dangerous Subsiankas
17 EXCLUSION QOF LIABILTY

Infarrnation cormained in thiz publicalion is accurate A the dale of
publleatien. The company dees nel accepd NIy ansing fram e
USse of this Infarmatiea. of the use, applicallon. adepdation o
process of any products described herein.
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