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Analises de Nutriente Inorganicos

Dissolvidos do WH

1.0OBJETIVO

O objetivo deste protocolo € descrever o metodo adotado para analises distintas de

nutrientes inorganicos dissolvidos do Water Hunters.

2.MATERIAIS & EQUIPAMENTOS

Materiais & Reagentes Equipamentos
e Agua ultra-pura (Tipo |, Milli-Q) eBomba peristaltica
e Pissete com agua ultra-pura e Espectrofotometro
e Provetas volumetricas eBalanca analitica de precisao
e Baloes volumetricos eFrascos para reacao (copinhos plasticos)
e Pipetas volumeétricas eDispenseter
e Béchers e Pipetador automatico
e Espatulas de inox ePonteiras
e Coluna de Nitrato
o N-NH4+:
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Frascos de vidro c/ tampa
Solucao tampao de Citrato
Fenol
Nitroprussiato de Sodio
Solucao DTT (Cloro)
Hipoclorito
o Solucao estoque 10.000 uM
o P-PO43-:
o Acido Sulfurico 4,5M
(H2S04)
o Acido Ascérbico acidificado
o Reagente Mistura para
Fosfato
o Solucao estoque 10.000 uM
o N-NO2-:
o Sulfanilamida
o NED
o Solucao estoque 10.000 uM
o N-NO3-:
o Tampao de Cloreto de
Amonio
o Coluna redutora (cadmio
cuperizado)
Sulfanilamida
NED
Sulfato de Cobre
Solucao estoque 10.000 uM

o QO 0 0 O

o 0 9 Q9

e Si (OH)4

Frascos de Plastico
H2S04 4 5M

Acido Oxalico

Acido Ascorbico

Solucao estoque 5000 uM

L. "ORO O O

3.FLUXOGRAMA DE TRABALHO

r N ¢ ™ 4 R
Etapa 1 ' ~ Etapa 2 ' v Etapa 3

L v \ 7 N, 7
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4 PROCEDIMENTOS

|.  Analise do Amonio (N-NH4+)
Preparo das Solugoes

.  Solucdo tampao de Citrato:

A. 48g citrato tri-sddico dihidratado (52) (C6H5Na3 O7.2H20) + 0,08¢g
hidroxido de sodio (20) (NaOH). Dissolver aquecendo em 120mL de
agua ultrapura; deixar ferver até chegar ao volume de 100mL.

lll.  Fenol:

A. 3,89 fenol (14) (C6H50H) e 0,04g de Sodio Nitroprusiato dissodico
dihidratado (25). Dissolver em 60mL de agua ultrapura e avolumar ate
100mL.

V. Solucao DTT (Cloro) Hipoclarito:

A. 0,2g ac.diclorocianurico (13) DTT (C3CI2Na303.2H20) e 1,6g de

hidroxido de sodio (20) (NaOH). Dissolver em 60mL de agua ultrapura

fervida e avolumar ate 100mL.
V. Solucao estoque padrao (NH4+):
A. Secar cloreto de amonio (NH4CI) (51) a 100°C. Esfriar em dessecador.
Dissolver 53,5mg em 100mL de agua ultrapura fervida. Esta solucao

contém 10.000 pyM.

Metodologia

B. ApoOs descontaminacao, lavar toda a vidraria com solugao de NaOH
1%. Enxaguar os frascos varias vezes com agua recem-purificada e

depois com amostra.
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C. Retirar aliquotas de 10 ml* de amostra;

D. Adicionar:

1. 0,4 ml de fenol (conservado em geladeira)

agitar

agitar

Agitar

N O a0 Bk~ DN

0,2 ml de citrato para N|

0,4 mlde DTT

H4+

Deixar as amostras no escuro por no minimo 6 horas (no

maximo 30 horas);, *Caso necessario acelerar 0 processo,

colocar em estufa por 45min a 40 °C)

8. Fazer leitura em espectrofotometro no comprimento de onda de

630 nm.

VI. Brancos:

VIl. Padroes:

VIIl. Analise Fosfato (P-PO43-)

A. 10 mL de agua recem purificada + reagentes colorimeétricos.

padroes de 1 yM mediante duas diluigoes de 1/100 ml.

Ou fazer curva padrao com diferentes diluigoes.

Preparo de Solugoes:

IX.  Acido Sulfurico 4,5M (H2S04):

A. A partir de uma solucao estoque de 10.000 uM sao preparados dois

Elaborado por:
Livia Gebara

e-mail do elaborador:
sem e-mail

Revisor:
Stephanie

Ultima Revis3o:
17/03/2014 n° da REV 01

Pagina: 4




& Palpoceanagrafia

“im

BSERVATORIO

CEANOGRAFICO Laboratdrio de Geoquimica do Enxofre

S

Protocolo LAB N° 008-12
REV 01

&

%5/ LaGEn

A. Adicionar 250 mL de H2S04 concentrado (5) a 700 mL de agua

ultrapura. Ajustar o volume para 1L, depois de resfriado.
*Cuidado!!! Dissolucao muito exotérmica. Preparar em banho de gelo e

com acompanhamento do tecnico do laboratorio.

X.  Acido Ascorbico acidificado:

A. Dissolver 5 g de acido ascorbico (12) (C6H806) em 25 mL de agua

ultrapura. Adicionar esta solucao a 25 mL de H2S04 4 5M. Estocar
em vidro ambar na geladeira. A solucao é estavel por pelo menos

uma semana e pode ser usada enquanto permanecer sem Ccor.

XI. Reagente Misto:

A. Dissolver 2,59 de heptamolibidato de amonio tetrahidratado (40)

[(NH4)6 Mo7024.4H20 ] em 25 mL de agua destilada. Dissolver 0,1g
de tartarato de antimdnio potassio (31) em 4 mL de H20. Adicionar a
solucao de Molibidato a 70mL da solugao de H2S04 4,5M, mexendo
constantemente. Adicionar entao, o tartarato e misturar bem. A

solucao e estavel por muitos meses. Estocar em frasco de vidro de
100mL.

XIl.  Solucdo estoque 10.000 uM:

A. KH2PO4 (73) é seco em estufa a 1100C por duas horas, resfriar em

dessecador. Pesar exatos 136,1 mg e dissolver em agua destilada,
previamente acidificada com 0,2 ml da solugcao H2S504 4,5M. Elevar o

volume a 100 ml. Estocar a solucao em frasco de vidro ambar na

geladeira. A solucao € estavel por meses.
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Metodologia:

B. O fosfato inorganico reage com molibdato acidificado, produzindo um
complexo de fosfomolibdato, posteriormente reduzido, por acido
ascorbico, a um composto azul.

1. Retirar aliquotas de 10 ml da amostra.
2. Adicionar 0,2 ml de acido ascorbico para PO43-
3. Agitar
4. Adicionar 0,2 ml de reagente misto para PO43-
5. Agitar
6. A leitura deve ser feita no intervalo de 10 a 20 minutos, devido a
possibilidade de interferéncia pelo silicato.
/. A absorbancia deve ser lida no comprimento de onda de 8380
nm.
Xlll.  Brancos:
A. 10 ml de agua destilada.

XIV. Padroes:

A. A partir de uma solugao estoque de 10.000 uM sao preparados dois
padroes de 1 uM mediante duas diluicoes de 1/100 mLlI.
Ou fazer curva padrao com diferentes diluicoes.

XV. Analise Nitrito (N-NO2-)
Preparo de Solucoes:

XVI.  Sulfanilamida:
A. Dissolver 1,0 g de sulfanilamida (40) cristalina em uma solucao de 10
mL de HCI concentrado + 60 mL de agua destilada. Apods resfriada,

aferir o volume para 100 mL.
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XVIl.  NED:
A. Dissolver 0,10g de dihidrocloreto de N (1-naftil)-etilenodiamina (NED)
(48) em 100 mL de agua destilada. Estocar em geladeira em vidro
ambar. Precisa ser renovada se a cor for alterada de maneira

caracteristica.

XVIll.  Solucao Estoque 10.000 uM:
A. Secar NaNO2 (50) a 100°C por 1 hora. Resfriar em dessecador. Pesar
69mg e dissolver em 100 mL de agua destilada. Guardar a solucao em
vidro ambar, na geladeira, preservada com 1 gota de cloroférmio (10).

Essa solucao pode ser armazenada de 6 meses a 1 ano.

Metodologia:

B. Todos os metodos para deteccao de nitrito baseiam-se na reacao
deste com amina aromatica, formando um composto que reage com
uma amina aromatica secundaria produzindo uma coloragcao rosada.

1. Retirar aliquotas de 10 ml da amostra.
2. Adicionar 0,2 ml de sulfanilamida
3. Agitar
4. Adicionar 0,2 ml de NED
5. Agitar
6. Um periodo minimo de 15 minutos € necessario para o
desenvolvimento da reacao. O tempo maximo para a leitura e
de 1 hora apos a adicao dos reagentes.
/. A absorbancia deve ser lida no comprimento de onda de 540
nm.
XIX. Brancos:
A. 10 ml de agua destilada.
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XX. Padroes:

A. A partir de uma solucao estoque de 10.000 uM sao preparados dois
padroes de 1 yM mediante duas diluicoes de 1/100 ml.
Ou fazer curva padrao com diferentes diluicoes.

XXI.  Analise Nitrato (N-NO3-)
Preparo de Solucoes:

XXII.  Tampao de Cloreto de Amonio:
A. Dissolver 20 g de cloreto de amoénio (51) em 2L de agua destilada.
Adicionar 3,0 mL de hidroxido de amdnio (22) concentrado para que o
pH seja ajustado para aproximadamente 8,5.
XXIIl.  Sulfanilamida e NED:
A. Ver reagentes do Nitrito.
XXIV.  Sulfato de Cobre:
A. 5g de sulfato de cobre pentahidratado (54) (CuS0O4.5H20) em 500 mL
de agua destilada.
XXV.  Solucao estoque de NO3-:
A. Dissolver 85mg de Nitrato de Sodio (79) (NaNO3) previamente secos
(1Th-a 1000C), em 100 mL de agua ultrapura. A solucao contem uma
concentracao de 10.000 uM. Estocar em geladeira, em vidro ambar.
XXVI.  Coluna redutora (cadmio cuperizado):
A. Cadmio granulado comercial peneirado na fracao de 40 — 60 de malha.
O cadmio e lavado primeiramente com pequenas porcoes de agua
ultrapura, até que a cor da agua de lavagem fique limpida. Entao,
lava-se com uma solucao de HCI 2 M, com o intuito de eliminar os
oxidos. Observar o desprendimento gasoso. Continuar lavando com

pequenas fracoes de acido atée que nao haja mais evolucao de gas.
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Entao, ele e vagarosamente agitado num becker contendo
aproximadamente 10 mL de sulfato de cobre, durante mais ou menos
3 minutos. Lava-se com um pouco de agua ultrapura para remover o
excesso de cobre e entao os granulos devem ficar imersos em tampao
de cloreto de amoénio enquanto a coluna € montada para que nao haja

oxidagao dos mesmos.

B. Antes de montar a coluna, lavar as mangueiras e a coluna com

solucdo de HCI 50% (v/v).Retirar o excesso de acido com agua
ultrapura. A coluna € montada enchendo-a primeiramente com tampao
de NH4Cl| e colocando-se o cadmio para dentro. Deve ser bem
empacotada,evitando a formacao de bolhas. Tampar as extremidades
com la de vidro e conectar as mangueiras. Passar solucao tampao,

garantindo que nao haja bolhas nem nas mangueiras, nem na coluna.

C. Ativar a coluna passando cerca de 100 mL de uma solucao de

NITRATO (NO3-)10 uM (diluir a partir da solugao padrao). Logo apos,

lavar a coluna com cloreto de amonio (aproximadamente 400 mL).

. E preciso fazer um teste de eficiéncia na agua de saida: recolher um

pouco da agua de saida e adicionar os reagentes para NITRITO
(NO2-) na agua de saida. Caso o teste dé positivo, deixar o tampao de
NH4Cl| circulando até teste dar negativo (nao observar coloracao

rosada apos adicao dos reagentes)

Caso a coluna ja esteja montada, verificar sempre sua eficiéncia antes do uso.
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Metodologia:
E. Varias metodologias fracassaram em tentar analisar diretamente o

nitrato na agua do mar. O melhor e mais aplicado consiste na reducao
no nitrato a nitrito e posterior determinacao deste ultimo. A reducao do
nitrato pode se dar num meio homogéneo ou heterogéneo, sendo este
ultimo o mais usado. O redutor em questao € uma coluna de granulos
de cadmio envoltos num manto de ions de cobre (cadmio cuperizado).
Os principais problemas estao relacionados com as condi¢coes de
reducao. Um baixo pH ou superficies muito ativas reduzem o nitrato a
formas mais reduzidas que nitrito. Alto pH ou superficies pouco ativas
resultam em baixa reducao.

Em ambos os casos, o resultado € abaixo do esperado. Varios
problemas ocorrem devido a mudancas de pH no curso da passagem
do nitrato na coluna, alteracoes que sao inevitaveis no processo. Para
evitar tais problemas a agua do mar precisa ser tratada com um
tampao, usando neste caso, o cloreto de amonio (NH4CI). De qualquer
maneira, o tempo durante o qual a amostra fica em contato com a
coluna precisa ser controlado. O nitrito inicial presente na amostra

precisa ser descontado.

. E importante observar que o fluxo no redutor deve ser de 2 mL por

minuto. O fluxo deve ser regulado antes da passagem das amostras.

(regular usando uma proveta e um cronOmetro)

. Retirar aliquotas de 20 mL da amostra em uma proveta.

Adicionar 20 mL da solucao tampao de cloreto de amonio.

Elaborado por:
Livia Gebara

e-mail do elaborador: | Revisor: Ultima Revis3o: Pagina: 10
sem e-mail Stephanie 17/03/2014 n° da REV 01




L 1@)
e — o
EEE LaGEn Protocolo LAB N° 008-12
- -~ ﬂ Laboratdrio de Geoquimica do Enxofre REV 0 1
& Palepceanagraiia @CEANUGRAF'CD :

J. Passar esta mistura pela coluna redutora.

K. Os primeiros 10 mL sao desprezados.

L. Os proximos 10 mL sao recolhidos no tubo coletor para lavagem
deste, sendo tambem desprezados.

M. Os ultimos 10 mL sao recolhidos no tudo graduado coletor e passados
para um tubo de ensaio comum para serem analisados.

N. Tratar as amostras reduzidas como nitrito: adicionar 0,2 mL de
sulfanilamida, agitar e aguardar 1 minuto, e apos, adicionar 0,2 mL de
NED.

O. Apos 15 minutos de reacao, fazer a leitura em 540 nm.

e

Checagem da eficiéncia da coluna:

Q. Checar periodicamente, verificando os fatores de calibracao para
nitrito e nitrato e sua relacao. A eficiéncia deve estar entre 90 - 100%.
Caso esteja baixa, repetlir ativacao. Em ultimo caso, montar
novamente.

XXVII.  Analise Silicato (Si (OH)4)
Preparo de Solugoes:

XXVIIl. H2504 4,5M:
A. Adicionar 250 mL de H2504 concentrado (5) a 700 mL de agua

ultrapura. Ajustar o volume para 500 mL, depois de frio.

*Cuidado!!! Dissolucao muito exotermica. Preparar em banho de gelo e com

acompanhamento do tecnico do laboratorio

XXIX.  Reagente Misto para Silicato:
A. Dissolver 6,339 de heptamolibdato de amoénio tetrahidratado (46)
[((NH4)6 MO7 024.4H20] em 50 mL de agua ultrapura, depois
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adicionar esta solucao em 50 mL de solucao de H2S04 4,5M. (Nunca

adicionar acido diretamente no molibdato). Estocar em recipiente de

polietileno de100 mL, abrigado da luz. Estavel por meses.

XXX.  Acido Oxalico:

A. Dissolver 10g de acido oxalico (55) (C2H204-2H20) em 100 mL de

agua ultrapura. Guardar em frasco plastico.
XXXI.  Acido Ascérbico:

A. Dissolver 2,89 de acido ascérbico (12) (C6H806) em 100mL de agua
ultrapura. Guardar em frascos na geladeira. Estavel atée permanecer
sem Cor.

XXXIIl.  Solucao Estoque — Si (5000 uM):

A. Secar aproximadamente 0,5 g de Hexafluor silicato de sodio (77)
(Na2SiF6) em estufa por 1 hora a 103°C. Esfriar em dessecador e
pesar exatamente 94 mg. Dissolver em agua ultrapura
(aproximadamente 50 ml), usando um bequer de polietileno e um
agitador magnético (¢ de dificil dissolugcao). Aferir para 100 ml.
Conservar em frasco plastico, ao abrigo da luz. Esta solucao ¢é estavel
por varios meses

Metodologia:

B. Os compostos de silica dissolvida reagem com uma solugcao de
molibdato, quando a amostra e acidificada. Algumas reacoes
paralelas sao necessarias para a manutencao da estabilidade do
composto formado, cuja coloracao e azul.

C. Aliquotas de 10 mL de amostra sao colocadas em frascos plasticos,

D. Adicionar 0,4 mL do reagente mistura para silicato;

E. Agitar e aguardar de 10 - 20 minutos;
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F. Adicionar 0,4mL de acido oxalico para silicato;

G. Agitar,;

H. Imediatamente apods, adicionar 0,2 mL de acido ascorbico para silicato,
agitando em seguida.

|. A reacao atinge um maximo apos 20 minutos e e estavel por horas.

J. Ler a absorbancia em comprimento de onda de 810 nm.

XXXIIl.  Brancos e Padroes:

A. Brancos sao obtidos com 10 mL de agua destilada mais os reagentes.

B. Padrdes sdo obtidos de solucdo estoque de 5.000 uM de Si, em uma
diluicao de 2/250 ml. Ficando assim com uma concentracao final de 40

uM. Ou fazer curva padrao com diferentes diluicoes.

5. TROUBLESHOOTING
(SOLUCAO DE PROBLEMAS)

e |ndeterminado

6.REFERENCIAS

Adaptado de Grashoff, K.; Kremling, K.; Ehrhardt, M. Methods of seawater analysis.
32 ed. Weinheim: Wiley-VCH. 1999.
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