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TECNICA ANALITICA PARA LA DETERMINACION DE NITROGENO NITRITO

1.
PRINCIPIO DEL METODO

El nitrito (NO2-) se determina por la formación de un colorante púrpura rojizo, producido en el rango de pH 2 - 2,5 por acoplamiento de sulfanilamida diazotizada con diclorhidrato de N-(1-naftil)-etilendiamina (diclorhidrato de NED). El rango de aplicación del método para medidas espectrofotométricas es de 10-1000 µg de NO2-N/L, y se puede aplicar al de 5-50 µg de N/L si se usan un recorrido de luz de 5 cm y filtro de color verde. El sistema de color obedece a la Ley de Beer hasta 180 µg N/L con 1 cm de recorrido de luz a 542 nm. Diluyendo las muestras se pueden determinar concentraciones más altas de NO2-.

2.
REACTIVOS
2.1
Agua exenta de nitrito.
2.2
Acido clorhídrico (HCl) diluido.
2.3
Amoniaco (NH4OH)
2.4
Acido fosfórico, H3PO4 85%. 
2.5
Sulfanilamida, C6H8N2O2S.
2.6
Diclorohidrato de N-(1-naftil)-etilendiamina, C12H15Cl2N2.
2.7
Nitrito de sodio, NaNO2.
3.
SOLUCIONES

3.1
Reactivo colorante: añádanse a 800 mL de agua 100 mL de ácido fosfórico 85% y 10 g de sulfanilamida. Tras disolver completamente la sulfanilamida, añádanse 1 g de diclorhidrato de N-(1-naftil)-etilendiamina. Mézclese para disolver y dilúyase con agua hasta 1 L. La solución es estable durante cerca de un mes cuando se conserva en frigorífico en un frasco oscuro. Preparar en cantidades más pequeñas, 5 mL ácido fosfórico, 0,5 g sulfanilamida y 0,05 g de diclorhidrato de N-(1-naftil)-etilendiamina diluido a un total de 50 mL.

3.2
Solución madre de nitrito: disuélvanse 1,232 g de calidad reactivo y dilúyase a 1000 mL, 1 mL = 250 µg N y 821 µg NO2. Consérvese con 1 mL de CHCl3, estandarícese. 

Nota: dado que NO2 se oxida fácilmente en presencia de humedad, se debe utilizar un reactivo reciente para preparar la solución madre, manteniendo los frascos bien tapados para evitar la entrada de aire cuando no se usen.

3.3
Solución intermedia de nitrito: dilúyanse 50 mL de la solución madre de nitrito para que al aforar en un matraz de 250 mL tenga una solución de concentración de 50 µg/mL de N = 164 µg/mL NO2. Prepárese diariamente.

3.4
Solución patrón de nitrito: dilúyanse 10 mL de solución intermedia de nitrito a 1000 mL con agua destilada, 1 mL = 0,5 µg N equivalente a 1,6 µg/mL de NO2. Prepárese diariamente.

4.
APARATOS Y EQUIPOS

4.1
Espectrofotómetro: para uso a 543 nm

4.2
Cubetas de vidrio

4.3
Matraces aforado

4.4
Pipetas

5.
PROCEDIMIENTO

5.1
Eliminación de sólidos en suspensión, si la muestra contiene sólidos suspendidos, fíltrese a través de un filtro de membrana de 0,45 µm de diámetro de poro.

5.2
Desarrollo del color, si el pH de la muestra no estuviera comprendido entre 5 y 9, ajústese a ese valor con HCl 1 N o NH4OH según convenga. Añádanse 2 mL de reactivo de color a 50 mL de muestra o a una porción diluida a 50 mL y mézclese.

5.3
Medida fotométrica, mídase la absorbancia a 543 nm, entre 10 minutos y 2 horas después de añadir el reactivo de color a las muestras y patrones. Utilícense, como guía, los siguientes recorridos de luz para las concentraciones indicadas de NO2-N.

Tabla 1. Recorridos de luz para concentraciones de NO2-N
	
	
	
	

	       
	Recorrido de luz (cm)
	NO2-N (µg/l)
	

	
	1
	2 - 25
	

	
	5
	2 -  6
	

	
	10
	< 2
	

	
	
	
	


6.
CALCULOS Y RESULTADOS

Prepárense una curva patrón comparando la absorbancia de los patrones con la concentración de NO2-N. Calcúlense la concentración de la muestra directamente a partir de la curva.
7.        INTERFERENCIAS
La incompatibilidad química hace improbable la coexistencia de NO2-, cloro libre y tricloruro de nitrógeno (NCl3), NCl3 proporciona color rojo falso cuando se añade el reactivo colorante. Los iones siguientes interfieren debido a precipitación en las condiciones de la prueba y deben estar ausentes: Sb3+, Au3+, Bi3+, Fe3+, Pb2+, Hg2+, Ag, cloroplatinato (PtCl62-) y metavanadato (VO32-). El ión cúprico puede dar lugar a resultados bajos por catalizar la descomposición de la sal de diazonio. Los iones coloreados que alteran el sistema de color también deben estar ausentes. Elimínense por filtración los sólidos suspendidos.
8.        ALMACENAMIENTO DE LA MUESTRA
No utilizar nunca la conservación ácida en las muestras destinadas al análisis de NO2-. Hágase la determinación inmediatamente sobre muestras recientes para evitar la conversión bacteriana de NO2- en  NO3- o NH3. Para conservación a corto plazo, 1 o 2 días, congélese a – 20 ºC o consérvese a 4°C.
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