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RESUMEN

Se modificé la técnica polarografica de pulso diferencial para detectar
formaldehido en agua de mar descrita por Igmnanson (1997), empleando el reactivo de
Girar-T para derivatizar. El limite de derteccidén encontrado al modificar la técnica fué
de 0.66 pM de HCHO empleando agua de mar irradiada con luz UV como blanco; y de
0.06 pM de HCHO si se emplea una coprecipitacion y redisolucién de carbonatos de
calcio y magnesio, con una recuperacién mayor del 80%. La selectividad de la técnica
implementada fué buena (nivel de confianza al 95%) con respecto a diversos
aldehidos de bajo peso molecular, la acetona y el acido acético. Se probo6 la técnica en
muestras de agua provenientes de una zona costera impactada por asentamientos
humanos, encontrando concentraciones que van de 2 a 5 pM de formol. Asi mismo,
se obtuvo un perfil vertical en aguas del Golfo de California, México. Los valores
maximos de concentracion se encuentraron en la superficie (1.8 pM) y en la zona

cercana al minimo de oxigeno (1.9 pM).



I INTRODUCCION

La materia orgénica disuelta (MOD), es el reservorio de carbon reducido més
grande en el océano (Benner er al 1992), forma grandes agregados muy estables vy
complejos, con una gran cantidad de grupos funcionales. Su produccion es regida
principalmente por: Productos metabdlicos de excrecion, ruptura celular, muerte y
descomposicion de organismos. Como es de suponerse la concentracion de la MOD va a
depender de la localizacion geogréfica y la época del afio. Sin embargo, la podemos
clasificar en dos grandes grupos: a) Material hamico y polimérico de dificil degradacién
(~75% ), que tienen grandes tiempos de residencia; y b) aminoécidos, proteinas, lipidos,
carbohidratos, carbonilos y carbon elemental (~ 25%), que presentan gran variabilidad en
cortos periodos de tiempo. (Liebezeit y Dawson, 1982; Azam y Amerman, 1984;

Ziechman, 1988; Bayona, ef al 1989; Buffle, 1990; y Xiangliang and Mopper 1997).

Actualmente se tiende a particularizar el problema de la complejidad de la MOD,
ya que es muy dificil tener reproducibilidad en los experimentos. La tendencia nos lleva al
estudio de la especiacion quimica de los compuestos, que determina la existencia de
determinados grupos funcionales y al desarrollo de nuevas técnicas ( Ziechman , 1988).
En este campo se tiene que la mayorfa de las interpretaciones no siguen el andlisis clasico
de las estructuras usando los métodos de la quimica organica, sino que se aproximan a la

realidad de acuerdo a las observaciones experimentales (Buffle, 1990).

Fuentes de formaldehido (HCHO)

El formaldehido (HCHO), como parte de los compuestos carbonilo de bajo peso
molecular que se encuentra en abundancia en la MOD, se distribuye ampliamente en el
medio ambiente marino, desde las zonas costeras hasta el mar abierto a través de toda la
columna de agua (fig. 1); este pueden ser producido, asimilado y transformado por
diferentes microorganismos ( Smyth, 1979; Carlson 1983; Eberhardl y Sieburth 1985;
Mopper y Stahovece, 1986; Bayona ef al 1988 ; Buflle 1990, Kimoto y Fujinaga, 1990; y
Lambert ef al 1992),



Uno de los principales aportes de HCTO en la zona fotica es la fototransformacion
de la MOD en la interfase océano-atmaésfera (0.020-0.171 pM), donde llega a presentar
una razon de 25:1 de toda la produccién de HCHO en la columna de agua (0.002-0.024
M) (Zafirous ef al , 1980; Mopper y Stahovec, 1986; Kieber ef al 1989 y Xiangliang y
Mopper 1997).

Por otro lado el flujo y la concentracion de los TICHO, desde la microcapa hacia
la columna de agua, depende de la asimilacion biologica, mezcla turbulenta y difusion
(Kieber y Mopper, 1990). Se ha encontrado, que en zonas con bajo contenido de oxigeno
la concentracion de THCHO es alta (0.6-8.8 pM) debido a la oxidacion bacteriana de los

compuestos metilados de la MOD (Smyth 1979; y Eberhardt y Sicburth 1985).

EI HCHO es considerado un compuesto tdxico a altas concentraciones y aunque
su uso esta regulado, el aporte antropogénico al océano via atmisfera y a  las zonas
costeras por descargas de aguas residuales llega a ser considerable, debido a su amplio
uso como aditivo en muchas reacciones quimicas, tanto a nivel industrial (elaboracion de
plasticos, pegamentos, solventes, utilizacion de cortinas de agua, etc..): biomédico
(investigacion, preservativo, etc.); y domestico (catalizador en muchos compuestos
utilizados en los hogares tales como: selladores, pinturas, etc..) ( Dekker 1983). Ademas
de ser producido como un metabolito en las aguas de desecho debido a la descomposicion

de materia organica (Wheeler, 1968; Smyth, 1979:y Metcalf-Iiddy. 1994)

e
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Métodos de analisis

Se han implementado varias técnicas de laboratorio para el andlisis de HHCTIO en el
agua de mar, sin embargo, debido a su volatilidad, la asimilacion bioldgica y a que tiende
a formar agregados organicos con otros compuestos, aunado a las interferencias con
diversos compuestos presentes en el agua de mar, ha sido muy dificil la aceptacion

generalizada de una técnica estandar.

1 Métodos espectrofotométricos para la determinacion de formaldehido

Los siguientes métodos enlistados en la tabla I habian sido los mas empleados
hasta 1970, pero debido a las interferencias que presentaban y a su falta de especificidad
entraron en desuso. Solo el método del 3-metil-benzotiazolinona-hidroclorica (MBTIT),
adaptado por Eberhardt y Sieburth en 1985 de las técnicas de Sawiski ef. al. (1961) y Pays
et-al (1966, citado por Eberhardt y Sicburth, 1985), para su uso en cultivos cerrados de
bacterias metiltroficas, con un limite de deteccion de 0.18 M en celdas de 1 cm, se
utilizo por varios afios. EI MBTH presenta entre otras cosas interferencias con aldchidos
alifiticos solubles en agua, aminas aromdticas y compuestos heterociclicos imino
tendiendo a sobrestimar los valores encontrados de TCHO (Sawiki ef. al., 1963;
Chevrolot, 1991; y Gémez-Moreno ef. al. 1997).

Tabla I Métodos espectrofotométricos mas comunes hasta 1970.

Reactivo Limite de Desventajas
deteccion N I
Ac. cromotropico > 1.0 tM  Reacciona con compuestos derivados del HCHO y
Altshuller et al. 1961 con azucares en aguas naturales
J-acido 3.3 M No es especifico para formol

Sawikie ef.al. 1963

Fluorométrico 0.2 pM  Larespuesta de los estandares no es lineal en el
Belman, 1963 intervalo de medicion.
MBTH 0.8 M Reacciona con aldehidos alifaticos y aromaticos,

>ays el. al. 1966




2 Cromatografia de liquidos de alta presion (ITPLC)

Como una alternativa a los métodos espectrofométricos se implementa la técnica
cromatografica con derivados de la 24-dinitrofelilhidrazina  (DNPIT), para la
determinacion de aldehidos en agua de mar (Mopper y Stahovec, 1986; Kicher y Mopper.
1990; y Zhou y Mopper, 1997). Esta técnica permite la deteccion de 0.5 nM para
aldehidos y 5 nM para cetonas con detectores de absorbancia en la region UV-visible
(detectores de arreglo de diodos). Estos limites de deteccion se alcanzan con el método
directo, pero se puede aumentar un orden de magnitud, concentrando la muesira en
columna de Sep-Pak C-18 y eluyendo con acetonitrilo al 10 %. A pesar de que este
método cromatografico tiene una alta sensibilidad y sclectividad se requiere de equipo

costoso.

3 Métodos polarograficos

Otra opcion en la determinacion de HCIHO en aguas naturales son los métodos
polarogrificos utilizando el reactivo de Girad-T (cloruro de carboximetil-trimetilamonio-
hidrazina C'51114 N3OCI) para derivatizar. lgmanson (1997) modifica la téenica descrita
en ¢l NIOSH de polarografia de pulso diferencial (PPD) para medir formaldehido en el
aire (técnica 3501 del Manual of Analytical Mcthods. US Departament of Health and
IMuman Services: Eller, 1984) y la aplica en mediciones directas en agua de mar, con un
limite de deteccion de 100 nM; sin embargo sélo pucde detectar HCIHO en aguas
hidrotermales. Por otro lado el Girad-T también ha sido utilizado con voltametria de
adsorcion para la medicion de HCHO en agua dulee obteniendo un limite de deteccion de
80 nM (Hong Chany Yao Xie, 1997). Istos limites de deteccion, hacen de la polarografia
una opcion para las téenicas cromatograficas, con la ventaja de la velocidad de andlisis y
su bajo costo. Este trabajo pretende modificar la téenica descrita por Igmanson (1997)
para la deteccion de HHCHO en agua de mar y aumentar la sensibilidad de Ia téenica .

La utilizacion del Girad-T para derivatizar el 11CT1O y su deteccion con un método
polarografico, se fundamenta primeramente en la especificidad del reactivo de Girad-T con

el grupo carhonilo y en segundo lugar en que el Girad-T al reaccionar con el grupo



carbonilo produce carbazonas que son eléctricamente activas (fig. 2). Dependiendo del
tipo de producto generado por la reaccién, se puede suponer que el potencial de media
onda (B,

se puede conocer de forma sensitiva y selectiva discriminante, el tipo de compuesto

), bajo ciertas condiciones es especifico para cada aldehido y cetona, con lo cual

carbonilo presente en una muestra de agua de mar.

a) Hidrogenacion del grupo carbonilo
Reacciones intermedias

HC=0+Ht <—» H,C="OH

Formaldefiido

Me; N* CH, CONHNHjy + HY «+—»  Mes N CH, CONHNH"3

Girad-T

H,C="OH + Me; N CH, CONHNHy <—>» Me; N* CH, CONHNH;" - CH,
I
OH

+
-H

Me; N* CH, CONHNH;" - CH, ——— | Me; N' CH, CONHN=CH,
J) 0 (SEMICARGAZONA)
H

b) Reacciones de transferencia de electrones

Me; N* CH, CONHN=CH, + 2¢~ +2Ht—— E— H,C=TNH + Me; N' CH, CONH;

HC="NH+2e +2H" . E,— » H3;C-NHj

Figura 2 Mecanismo de reaccién del Girad-T con el grupo carbonilo .La aplicabilidad de
la técnica esta en funcion de la hidrogenacion del grupo carbonilo para producir
semicarbazona o hidrazona; mientras que la velocidad de reaccion depende de que la
concentracion del carbonil + H' sea elevada, y la concentracién de la amina +H™ sea baja.
E; y E; son los dos potenciales de la curva para propésitos analiticos (Smyth 1979).Me; =
tres grupos metilo.




Il  HIPOTESIS

Con base en el potencial de media onda que bajo ciertas condiciones de laboratorio
es especifico para cada sustancia y a la especificidad del Girad-T para hacer eléctricamente
activos los compuestos carbonilo se estima que se pueden identificar y cuantificar al
formaldehido presente de forma natural o por contaminacion antropogénica en el agua de

mar utilizando polarografia de pulso diferencia (PPD).

Il OBJETIVOS

Adecuar Ja técnica de PPD para formaldehido descrita por Igmanson (1996), para
su aplicacion en agua de mar.

Comparar los resultados obtenidos con HCHO con acetaldehido, butaraldehido,
benzaldehido, acetona y acido acético (para identificar interferencias con algunos
carbonilos o carboxilos de bajo peso molecular, ya reportados en el agua de mar) con el
potencial de media onda obtenido para HCHO.

Aplicar la técnica implementada a diferentes muestras de agua de mar, con la
finalidad de evaluar concentraciones de estos compuestos en aguas residuales v zonas

costeras.



IV DESARROLLO EXPERIMENTAL

I Consideraciones

1.1 Polarégrafo y técnica empleada

Durante todos los experimentos se utilizd un polarégrafo, marca Sargent Welch
modelo 7001, empleando una celda voltamétrica de 30 ml, constituida por un
microelectrodo auxiliar de platino, un microelectrodo de referencia de Ag'/AgCl y un
electrodo de trabajo de goteo continuo de mercurio (DME), las condiciones
experimentales para la polarografia de pulso diferencial (PPD) fueron: Potencial inicial F,
=-0.6 V, potencial final Iy = -1.2 V. velocidad del barrido 5 mV s' . amplitud del pulso
50 mV, tiempo de purga 8 min, tiempo de equilibrio 30 s y velocidad de goteo 1 s. Sélo

cuando se indique en el experimento se modificaron estas condiciones.

PPD

La polarografia es una técnica electroquimica en la que se aplica un potencial
eléctrico (intervalo preciso de voltaje), proveniente de una fuente externa, a una celda
cerrada. de volumen conocido, donde se encuentra la  muestra. Al aplicar ¢l voltaje
medimos el flujo con que la corriente pasa en la celda. Bajo condiciones controladas este
flujo de electrones nos dice la concentracion de las especies que estan siendo oxidadas o
reducidas.

Dentro de las téenicas polarograficas la PPD se fundamenta en fijar la amplitud del
pulso (volts) que va a recibir de forma secuencial cada gota de mercurio. Un pulso es
aplicado al final de la vida de la gota y otro al inicio de la siguiente vida de la gota de
mercurio (antes de que se aplique el nuevo pulso). Ahora bien al primer valor de corriente
asi obtenido. el instrumento de forma automatica le sustrae el segundo valor y la diferencia
es almacenada en la memoria del instrumento o graficada. Bajo estas condiciones, si la
especic no se oxida o reduce. la diferencia existente en la corriente se mantiene constante
de gota a gota, dando como resultado una linea horizontal en el polarograma (grafica de
voltaje contra corricnte). Cuando el barrido de potencial entra en la zona donde la

oxidacion-reduccion  se lleva a cabo, esta diferencia en corriente empicza a cambiar; la



velocidad con que cambia hasta llegar al "pico", es el punto de equivalencia del potencial
de media onda . La amplitud y anchura de la onda asi obtenida esta en funcién de la
amplitud  del pulso aplicado al barrido de corriente directa. (Vassos y Galen, 1987;y

Sargent-Welch manual del polardgrafo modelo 7001)

1.2 pH

A todas las muestras se ajusto el pH a 5 con HCl al 0.5 N y NaOH al 0.5 N. La
medicion de plT se realizo utilizando un potencidometro marca orion 720 con un electrodo
de pIT de combinacion Orion- Roos. Para cada experimento se calibrd el potenciémetro y
se obtuvo el valor de la pendiente con soluciones amortiguadoras propuestas por Dixon
(1993). El plT se midié en mv y se transformé a unidades de pIl. El intervalo de variacion
de pll que se permitio en las muestras fue de + 0.1 unidades de pll (s6lo cuando se

indique en el experimento se modificod el pll).

1.3 Lavado de material

a) Todo el material de cristaleria fue sumergido en HCI al 10% durante 24 horas,
posteriormente se lavaba con agua corriente y enjuagaba con agua destilada, agua
desionizada y agua desionizada y tratada con CHELEX-100. El material asi lavado, era
secado al ambiente y almacenado. Todos los recipientes de vidrio eran tapados con
parafilm.

b) Para la limpieza de los electrodos y la celda de trabajo se enjuagd con agua destilada,
después agua desionizada y posteriormente con agua desionizada tratada con CTIELEX-
100. Cuando se terminaba de correr una curva de calibracion o se cambiaba de electrolito
de soporte, se empleaba la misma téenica de lavado descrita en a). pero sin emplear agua

corriente y con un tiempo mas corto (15 min) de lavado con HC1 al 10%.

1.4  Reactivos empleados.
Ac. clorhidrico grado reactivo, cloruro de sodio grado reactivo, hidroxido de sodio grado
reactivo, Chelex-100. Formol al 33% grado reactivo, Girad- T, Triton-X, Fosfato dibasico

de sodio grado, 4c. citrico, nitrato de mercurio, nitrato de cinc. acetona grado 11PLC, 4c.



acético grado reactivo, acetaldchido, butaraldehido y benzaldehido sulfato de cobre,
carbonato de calcio, carbonato de magnesio, agua desionizada calidad 18 megaohms,
agua de mar envejecida y filtrada por filtros gelman A/ previamente combustionados a
500" C por 1 h, solucién de KCI saturada para llenado de electrodos de referencia marca

ORION, nitrégeno grado ultra puro marca praxair.

1.5 Preparacion de soluciones especiales
a) Agua desionizada tratada con CHELEX -100.

Primeramente el CHELEX-100 era activado con HCI al 10 % y con agitacion
constante durante | hora, posteriormente se lavaba con agua desionizada hasta un ptl de
6.5 - 7. Bl CHELEX-100 limpio era adicionado al agua desionizada (02gr/41.)ysc
mantenfa en agitacion durante | hora, se dejaba sedimentar. El sobrenadante era
almacenado en recipientes de vidrio limpios y el CHELEX-100 era nuevamente utilizado.
b) Solucion de Chelex-100

0.2 gr de Chelex-100 ya activado, era almacenado en bhotellas de 100 ml con agua
desionizada para ser afiadido a los estdandares cuando se requiriera.
¢) Solucion amortiguadora de Girad-T (AG-T)

La solucion amortiguadora fue preparada fresca para cada experimento de a
siguiente manera: 1.33 gr de fosfato dibasico de sodio, 1.08 gr de 4c. citrico, 0.393 gr de
Girad-T y 0.66 ml de Triton-X al 2% en 100 ml de agua desionizada y tratada con
CHELEX 100.

d) Agua de mar sintética

Para 11. de agua se requiere: 23.934 gr de cloruro de sodio, 5.079 gr de sulfato de
magnesio, 3.994 gr de sulfato de sodio, 1.123 gr de cloruro de calcio. 0.660 gr de cloruro
de potasio y 0.196 gr de carhonato de sodio. y se afora con agua desionizada.

e) Agua de mar irradiada con luz UV

La cual fue, proporcionada por NOSC San Diego, Ca, EUA., con un pH final de 8.
FEsta agua fue colectada enfrente del muelle de SCRIPPS en San Diego, Calil.,, USA 'y
no se filtré antes de ser irradiada con luz UV durante 6 h. T.a téenica sc aplicd para la

oxidacion de la materia organica fue de acuerdo a Armstrong, ef. al. (1966)



2 Evaluacion de interferencias

2.1 Pruchas con la técnica de Igmanson (1997)

Con la finalidad de calibrar los instrumentos de trabajo y evaluar las condiciones de
lahoratorio 6ptimas para la determinacion de HCHO, se llevaron a cabo pruebas de
laboratorio previas al andlisis de muestras en el agua de mar. Los reactivos y la
metodologia que se siguieron en estas pruebas fueron de acuerdo a la técnica de PPD
descrita por Igmanson (1997) para detectar formaldehido en agua de mar. Se realizaron
varias curvas de calibracion a pH 5 trabajando por duplicado. Los estdndares se
prepararon en el intervalo de 0 a 10 pM de HCHO utilizando agua de mar sintética como
electrolito de soporte . El mejor limite de deteccion alcanzado al aplicar la técnica de
Igmanson fue de 2.02 pM de formol y una 1> de 0.89. Los resultados de las curvas de
calibracién se muestran en la figura 3 y un polarograma tipico en la figura 4.

La regresion lineal aplicando la técnica de Igmanson que utiliza agua de mar
sintética como electrolito de soporte, presenta una gran dispersion de los datos alrededor
de la recta promedio a concentraciones bajas de HCHO (fig. 3a). Mientras que Iy, tiene
una tendencia con la moda -0.967 V con el 52 % de los datos, el promedio se encuentra a
20962 V con un 13 % de lo datos. 1a diferencia entre la moda y el promedio nos gencra
una asimetria marcada a la izquierda y que los valores de iy  no tengan un
comportamiento normal; sin embargo el coeficiente de variacion es pequefio (0.68 %), al
igual que su desviacion estandar (+0.007 V, fig. 3b).

Debido a que no se pudo alcanzar el limite de deteccion reportado por Igmanson
(0.1 pM) aunado a que el valor del blanco fue muy alto (en promedio 0.033 pA, fig. 4),

fue necesario hacer una revision de las condiciones del método.

2.2 Cambio de electrolito de soporte a la téenica descrita por Igmanson

Para cada uno de los experimentos que se describen en esta seccion se empleo
NaC'l 0.5 M para la evaluacion de las interferencias debidas a la pureza de los reactivos
utilizados en el agua de mar sintética, también se usé agua de mar pasada por luz UV para

compardr fa posibilidad de que el Girad-T (G-T) reaccione con otros iones presentes en



a) Regresion lineal de HCHO empleando la técnica de Igmanson
Y= 306.02 * X +0.55518; r= 0.90; LD=2.02uM
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b) Histograma de E% para HCHO utilizando agua de mar sintética
n=31;x=-0.96 V; STD= 0.007 V
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Figura 3 Resultados obtenidos expreimentalmente aplicando la técnica de Igmanson. Regresion
lineal (a) e histograma de frecuencia del potencial de media onda (E») del HCHO (b). Donde Y=
ecuacién de la recta, r=r%, i=corriente, LD= limite de detecién, n=niimero de datos, x= promedio
de Ey, y STD=desviacion estandar de Ey; .
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—— Blanco
____ 8uiMde HCHO

-5.56e-2 pA

-962V

E.56e-2nA
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e
-962V
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Figura 4 Polarogramas tipicos de obtenidos exprementalmente con la técnica de PPD
desarrollada por Igmanson, para un blanco y un estandar de 8uM de HCHO utilizando agua de
mar sintética como electrolito de soporte. El recuadro superior izquierdo es la ampliacion de la
curva detectada por el aparato, pero debido a la corriente obtenida por el G-T a un potencial de
-1.770 V no permite apreciatlos.
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el agua de mar y finalmente, agua de mar envejecida como punto de referencia para
condiciones naturales, donde intervienen compuestos orgdnicos ademds de  los

constituyentes mayores del agua de mar.

2.2.1 Concentracién 6ptima de solucion amortiguadora de Girad-T (AG-T)

Se realizé una curva de calibracion con adicion de AG-T en un intervalo de 0 a |
ml (0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5. y 1.0 ml). Los estandares se realizaron por duplicado con 3
réplicas, para cada electrolito de soporte a pIl 5. Se hizo el barrido de potencial desde
V,=-08 Va V= -18V con PPD de acuerdo a las condiciones ya establecidas en el
apartado 1V.1.1  Los resultados de corriente se graficaron contra la adicion de solucion
amortiguadora para cada sefial de corriente identificada y para cada electrolito de soporte
(figura 5). En la figura 5a se observa que la corriente producida por la reduccion del G-T
aumenta conforme aumenta la adicion de solucién amortiguadora. Fsle efecto es mas
pronunciado en el electrolito de cloruro de sodio; mientras que en el agua de mar pasada
por UV (al igual que en el agua de mar envejecida) la corriente tiende a estabilizarse a
partir de los 0.5 ml de solucion amortiguadora de G-T, con una corriente promedio de 0.9
RA. Este hecho tal vez se deba a que la concentracién de AG-T promueve la reaccion con
algiin agente ligante inorgdnico, produciendo un aparente consumo de G-T, que se
manifiesta en una corriente menor en el agua de mar pasada por UV a Ja observada en la
solucion de cloruro de sodio.

En la figura 5b se muestra el comportamiento de la corriente producida en cl
potencial de media onda del TICHO-GT contra la adicion de solucion AG-T. Es
interesante notar que existe una corriente promedio medible (0.008 a 0.012 pA), ain
cuando no se ha adicionado solucion AG-T | lo cual sugiere la presencia de cinc en ambos
electrolitos, ya que su By (-0.900 V v.s. Ag/AgCl) es muy similar al del TICHO-GT. Por
ello. la corriente es mayor en el agua de mar en este punto. Posteriormente, conforme se
adiciona AG-T la corriente aumenta llegando a un valor maximo promedio de 0.27 y 0.22
pA para el NaCl y el agua de mar pasada por UV, respectivamente. Otro, aspecto
importante de notar, es la similitud del comportamiento de la corriente en ambos

electrolitos. teniendo valores mas altos en el NaC'l.
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a) Corriente resuitante por adicion de
AG-T en el potencial de reduccién
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Figura 5 Curvas de adicion de solucién amortiguadora de G-T en dos diferentes electrolitos a
pH 5 .Aumento de la corriente (i) por la reduccion del G-T al potencial de onda media (Ey)
caracteristico (a) y efecto en la "i" a la Ey, donde ocurre la reduccion del HCHO por la adicion
del AG-T (b). Donde: p= promedio, y STD= desviacién estandar de E%: . Debe notarse que la

escala del eje "y", en la grafica (a) estd aumentado en dos ordenes de magnitud.
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Ademis, se observa que Ja corriente se mantiene estable cn un infervalo de 0.2 a 0.4 ml de

solucion AG-T

. 2.3 Adicion de un agente quelante
Del apartado anterior se tomaron las siguientes condiciones: utilizar 0.5 ml
de solucion de AG-T por cada 20 ml de muestra, buscar un agente quelante para eliminar
la posible sefial de cinc que interfiere con la determinacion de HCHO y observar el
comportamiento de las muestras con respecto al tiempo comparando los cambios en la
corriente de las muestras tratadas con quelantes y sin tratar.
Se debe considerar que las concentraciones naturales de cinc en el agua de mar se
encuentran en ¢l orden de 10®* a 107 M aprox., pero en ocasiones es posible encontrar

" i6 7 4 i ¥
concentraciones detectables con PPD (107 a 107 M) debidas a contaminacion.

Para eliminar la posible presencia de cinc, en este analisis, se utilizan dos tipos de
quelantes:
a) Solucién de Chelex-100 de la cual se afiadia 1.5 ml de suspension por cada 248.5 ml
del blanco, se agitaba por 20 min. y se dejaba sedimentar la muestra por 30 min. antes de
empezar el analisis. Durante la toma de muestras se evito perturbar el sedimento.
b) Afiadir por cada 245 ml de blanco, 5 ml de EDTA al 0.005 M, para fener una

s -4 s oo
concentracidn final de 1x10™ M de EDTA en solucion.

2.3.1 Preparacion de los blancos con diferentes electrolitos de soporte

La preparacion de los blancos se siguio con la sipuiente metodologia: Tos
electrolitos de NaC'l 0.5 M, agua de mar UV y agua de mar envejecida. se transfirieron a
matraces volumétricos de 250 ml, por duplicado; a cada uno se afiadio 6.25 ml de solucion
AG-T y se aford a 250 ml con cada electrolito respectivo (excepto cuando se utilizan
quelantes incisos (a) y (b) arriba citados), posteriormente sc ajustd el plt a 5. Una vez
preparados los blancos se realizo el barrido de potencial de acuerdo a las condiciones
establecidas previamente (apartado TV.1.1). Durante los andlisis se tomaron alicuotas de

20 ml por duplicado para cada blanco (con EDTA, Chelex-100"y sin quclante). Tos
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resultados se muestran en la figura 6 donde se grafica cotriente obtenida de la reduccion
del complejo HCHO- GT contra el tiempo. La reduccion del complejo de HCHO-GT se
lleva a cabo a un potencial de media onda de -0.946 V, en promedio.

En la figura 6a, se observa que inicialmente la corriente de los blancos es igual
para ambos casos, sin embargo al paso del tiempo se tiene un aumento rapido de la
corriente en el agua de mar UV estabilizandose después de las 24 h, en un intervalo de
0.06 a 0.07 pnA (este comportamiento es igual para el agua de mar envejecida (no
mostrada) pero se mantiene en el intervalo de 0.07 a 0.08 pA); en cambio cuando se
utiliza el NaC’'l 0.5 M como electrolito de soporte, se observa que la pendiente no es tan
pronunciada como en el caso del agua de mar, aunque tarda més en estabilizarse (aprox.
72 h) en un intervalo menor de 0.04 a 0.05 pA. En este punto es importante mencionar
que al paso del tiempo todas las muestras empezaron a presentar agregados bacterianos
(blanquecinos de tamafio variable) debido a la temperatura ambiente (30 °C' aprox.) a las
72 h. Después de las 120 h no era posible tener reproducibilidad entre duplicados y la
corriente era muy erratica entre réplicas, debido a que los agregados bacterianos se
adherfan al electrodo de referencia.

Cuando se emplean quelantes (figuras 6b y 6¢), se observa una corriente menor
cuando se emplea Chelex-100 que EDTA, aunque en el mismo intervalo (~ 0.02 a 0.03
RA), el problema se presenta a las 72 h donde el agua de mar tratada con EDTA aumenta
su valor de corriente; este aumento no se observa para ¢l caso del CHELEX-100, que se
siguc manteniendo dentro del intervalo de corriente encontrado después de las 24 h. La
grafica de NaCl (no mostrada), tiene el mismo comportamiento que el agua de mar UV,
Al tiempo cero (fig. 6b y 6¢) la corriente es menor cuando se emplea Chelex-100, este
valor tiende a estabilizarse a las 24 h, mientras que con el EDTA éste es casi constante
hasta las 72 h, aunque el valor inicial de corriente es mayor. En general, la adicion de
cualquiera de los agentes quelantes produce una disminucion significativa de la corriente al
potencial de media onda del complejo de HHCHO-GT, aunque ésta es menor para ¢l caso
del EDTA. Esto nos indica que las interferencias debidas al cinc son minimizadas

principalmente por la adicion de CHELEX-100.



a) Curva de estabilidad del blanco
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Figura 6 Series de tiempo que muestran la estabilidad de la corriente del blanco a pH 5 con respecto al
tiempo, utilizando 0.5 ml de AG-T. a) Sin utilizar quelantes, en electrolitos de NaCl al 0.5 M y agua de
mar UV; b) Agua de mar UV y c) agua de mar envejecida , estos dos 0ltimos con 1x10* M de EDTA y

agua de mar tratada con 0.5 ml de chelex-100. X= promedio de corriente generada por el blanco (i), Ela=
potencial de media onda y STD= desviacién estandar de E%; .
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2.4 Adicion de un conservador

Debido a los resultados ya obtenidos, se decidio utilizar el NaCl 0.5 M como
electrolito de soporte con Chelex-100 y empezar a probar la técnica con un esténdar de 4
1M de formol, asf como la adicion de un conservador como el mercurio metalico (I1g) o

mercurio idnico (Hg'").

2.4.1 Preparacion de los blancos

Fin seis matraces de 500 ml se afiade a cada uno 2.5 ml de CIHELIIX -100, 12.5
ml de solucién AG-T, recién preparada y a dos de ellos se les separa y se les ctiqueta
como "Blanco". A los 4 restantes se les trata de la siguiente manera: Se toman dos
matraces a los cuales se le agrega | ml de mercurio en forma idnica proveniente de una
solucion de Hg(NO»), con una concentracion de 0.5 gr L', (para tener una concentracion
final de 1 mg L' de Hg) y se les etiqueta como blanco con Hg''; a los dos tltimos
matraces volumétricos se les adiciona 5 gotas de mercurio en forma metalica proveniente
del electrodo de mercurio. Posteriormente a cada matraz se le afora con NaCl 0.5 M,
‘ada uno de los blancos es transferido a matraces erlenmeyer de 500 ml, aqui se ajusta el
pll a 5y sc sellan los matraces con parafilm. Después se agitan por 20 min. y s¢ dejan
reposar por 30 min. Posteriormente se toman alicuotas de 20 ml por duplicado cada vez

que se realice el andlisis con PP descrita en el apartado IV, 1.1

2.4.2 Preparacion del estandar

Se prepard un estandar de 4 pM de HCHO a partir de una solucion patron de | x
10" M de HCHO en NaCl 0.5 M, se transfirieron 20 ml de la solucion patron  a seis
matraces volumétricos de 500 ml, se afiadié 200 ml de NaC'l 0.5M a cada uno y a partir
de aqui, se sigue con la metodologia para los blancos, descrita en el parrafo anterior.

los resultados se promedian y se grafican como corriente gencrada por la
reduccion del complejo HCHO-GT en el potencial de media onda de -0.946 V (aprox.)
contra tiempo, para cada blanco. El estandar es corregido por el blanco para cada hora de

muestreo (fig. 7).

19



a)Serie de tiempo del blanco
con Hg metdlico y Hg iénico
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Figura 7 Efecto de la adicion de mercurio como conservador en el blanco (a) y en el estandar de
HCHO 4 pM. (b) con respecto al tiempo. Utilizando NaCl al 0.5M como electrolito de soporte,
(@ pH 5, con 0.5 ml de G-T y 0.5 ml de Chelex-100). Donde: i=corriente, mercurio
metélico=Hg met, reg= sin mercurio y mercurio i6nico=Hg ion, a 1x1 0!
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En la figura 7a se observa el comportamiento de los blancos al paso del tiempo. FEl
blanco sin Hg y el blanco con Hg * presentan un comportamiento muy similar, aunque en
diferente magnitud. Ia estabilidad de la corriente con el tiempo, se observa primeramente
en el blanco con Hg a las 24 h y se mantiene asi hasta las 96 h. Este mismo
comportamiento se observa para el blanco con Tlg'’, alcanzando la estabilidad en la
corriente a un mayor tiempo (48 hrs), ya que de las 0 a las 24 h sc mantiene cstable,
después decrece y a las 48 h vuelve a estabilizarse, manteniéndose asi hasta las 96 h para
posteriormente volver a aumentar. s importante mencionar que a diferencia del
experimento anterior, los agregados bacterianos se empezaron a presentar después de 7
dias (168 h), en el blanco que no tenia Hg, mientras que en el blanco con Hg' se presentan
después de las 288 hrs y en el blanco con I1g'* no se presentan sino hasta las 408 h, con
un valor de corriente 0.148 pA . La ausencia de agregados bacterianos en el blanco sin
Hg hasta los 7 dias, puede deberse a que la temperatura ambiente se mantuvo de 23 a 25
°C' (aprox.) durante el analisis de las muestras; mientras que en el blanco con g puede
deberse a la formacion del cloruro de mercurio manifestado de forma fisica en la presencia
de muchos puntos blancos en la superficie de la gota de Mg .

Fn la figura 7b se muestran los valores de corriente obtenidos para los estandares
y cotregidos por el valor del blanco para cada hora de anilisis. En esta figura nuevamente
podemos observar que el HCHO sin Tlg y con Mg presentan el mismo comportamiento
pero en diferente magnitud de corriente. La estabilidad la alcanzan los dos estandares
después de las 24 h y la manticnen hasta las 96h, siendo mds estable en el estandar con
Hg'. Debe notarse que los valores obtenidos en los estandares que tienen Mg'" como
conservador son muy similares después de las 24 h, dc tal forma que sc traslaparfan los
puntos si se graficaran los datos sin promediar. En el caso del estandar de 4 pM de formol
sin adicion de mercurio se observa una disminucion de la corriente con el tiempo de
almacenamiento. Este efecto puede indicarnos una degradacion del complejo G-T-11CTO
por la accién bacteriana. Las diferencias de corriente del complejo G-T-HCHO entre los
estandares con y sin conservador (hasta 0.012 pA al final del experimento) es altamente
significativa, por lo cual es recomendable usar g como conservador de las muestras y

reactivos empleados.
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3 Pruebas preliminares en la técnica propuesta.
De este apartado en adelante nos referiremos por "blanco” a aquella solucidon
preparada conforme se describe en el apartado 1V.2.4.1 con CHELEX-100 y Hg’; el

electrolito de soporte empleado durante cada experimento se encontrara indicado.

3.1 Tiempo de reaccion

Se prepararon dos blancos y dos estandares de 4uM de formol (apartado 1V.2.4)
en NaCl 0.5M (ambas muestras con y sin Hg ”). En este experimento a las muestras no se
les agregd Chelex-100 directamente, sino que a la solucion AG-T se le agregaba el
Chelex-100 y se le ponia agitar por 20 min,. después se dejaba reposar por 30 minutos
antes de su uso; lo anterior tiene la finalidad de conocer el tiempo de reaccion desde el
momento en que se agrega el reactivo de G-T a la solucion. Fl tiempo cero llamado aqui,
es en realidad 10 min. después de preparada la muestra (debido a los & min. de la purga
mas dos del barrido de potencial). El intervalo de muestreo fue de cada hora durante las
primeras cuatro h, y posteriormente cada 24 h hasta finalizar el experimento. 1.0s
resultados se muestran en la figura 8 y se grafican contra el tiempo. Para fines practicos, al
estandar de 4 pM de HCHO no se le corrigid por la corriente del blanco, ya que se
pretende mostrar la pequefia variacion en el valor de la corriente de este estandar con el
paso del tiempo.

Fn la grafica 8a, se observa que la reaccion en promedio se estabiliza hasta las 4 h
en la muestra con HCHO, y que esta aumenta desde 0.029pA, a los 10 min., a 0.034pA
las 4 h, con una ligera disminucion a las 24 h (0.033pA). En el caso del blanco su
variacion hasta las primeras 4 h es grande, a partir de aqui, el blanco se estabiliza y se
mantiene constante hasta las 24 h.

Iin la figura 8b tenemos el mismo comportamiento ya encontrado para el apartado
1V.2.4, pero en este caso podemos observar que durante las primeras horas se observa un
incremento en la corriente de los estiandares, encontrandose un maximo a las 4 h de
iniciado el experimento. Posteriormente, la corriente tiende a disminuir en el estandar de
formol sin Tg’, mientras que en el que contiene Tlg se manticne hasta el final del

experimento. Por otra parte, la corriente encontrada en el blanco es muy variable durante
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a) Tiempo de reaccion del G-T con HCHO

0034 e ©
4 M de HCHO
0.032}
0.03}
= 0.028}
&
"~ 0.026}
0.024¢ < Blanco
® : o
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0i022}- ’ .
0.02 : ' . : . .
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Tiempo horas
b) Curva de estabilidad de la reacciéon de G-T con HCHO
0.035 S T I ——
4uM de HCHO conHg  °
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0.025 |
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3 &K=
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Figura 8 Tiempo de reaccion (a) y estabilidad (b) del G-T con 4 pM de HCHO. Las lineas
representan los promedios por triplicado. A la corriente (i) del estandar de 4 pM no se le resto la

Tiempo en horas

corriente producida por el blanco por lo cual la sefial de este se muestra graficamente.
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las primeras horas pero posteriormente tiende a ser asintotica hacia el final del
experimento. Fn esta gralica se ajusto el comportamiento del blanco mediante la

aplicacion de una funcion logaritmica.

3.2  Cambios en el pll

Se sahe que el pIT éptimo donde trabaja el G-T, vade 4 a 6 y que a pH>9el G-T
precipita (Owen, 1962). Considerando esto, se realizan pruebas utilizando blancos con
NaCl al 0.5 M (por triplicado) a tres valores de pll (4, 5y 6). Los resultados se muestran

en la tabla 11 y los polarogramas en la figura 9.

Tabla 11 Resultados observados cuando se cambia el valor de pIT en los blancos con NaC'l
0.5M como electrolito de soporte y utilizando la téenica modificada de PPD para
determinar HCIO utilizando AG-T.

ot ipA) _VVI?,-/,(V)AWV B ‘A - (r)l)sél"-v"zici();lesA B )
4.00 0.019 +0.005 -0.896 + 0.010 I.a curva es amplia, con poca altura 'y

el pico no es simétrico (fig. 9a).

497 0.017 +0.001 -0.946 + 0.002 I.a curva es definida y tiene forma
Gaussiana (fig. 9b).

6.02 0.019 +0.003 -1.011 + 0.000 I.a curva es amplia y con poca altura
pero mantiene su simetria (fig. 9¢).




a) Polavograma apH 4
-1.9200e-2Z na
-.896 W
_.800 ¥ -1.000V

b} Polavograma apH S
1.160e-2ps
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¢)Polavograma apH 6
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-L011V
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Figura 9 Polarogramas de los blancos a diferentes valores de pH [a) pH4, b) pH 5 y ¢) pH6],
utilizando NaCl al 0.5 M como electrolito de soporte. Todos los polarogramas tuvieron las
mismas caracteristicas de barrido (-0.8 a -1.2 V), pero se representan slo los intervalos de voltaje
de cada sefial, para su mejor apreciacion
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33 Interferencias con otros compuestos

Una de las caracteristicas que debe reunir toda téenica polarografica, es la de
cumplir con una cierta resolucion, al medir diferentes compuestos similares. Por esta razon
se probd la capacidad resolutiva de la téenica ya descrita (1V.2.4), en la medicion de tres
diferentes aldehidos de bajo peso molecular (acetaldebido, butaraldehido, y benzaldehido),
en la medicion de acetona, asi como en dcido acético y nitrato de cinc. Los estandares
organicos se diluyeron en una solucion de NaCl 0.5 M, tratada con CHELIZX-100, como
se ha descrito anteriormente, para tener concentraciones de 1 x 107 M de cada estandar.

Iil desarrollo experimental fue el siguiente: Se preparaba un blanco en 20 ml NaC'l
0.5 M, se ajustaba el plT a 5§ y se aplicaba la técnica polarografica descrita en el apartado
IV.1.1 bajo las mismas condiciones que a los estandares de formaldehido descritas con
anterioridad.

Posteriormente, se adicionaba (0.1 ml de cada estandar organico al blanco de NaCl
0.5 M, se ajustaba el pll a 5 y se aplicaba la técnica polarografica. De esta manera se
continuaba hasta terminar con la serie de estandares. Asi mismo, se corrio un blanco de
NaCl 0.5 M y un estandar de 10 M de formol bajo las mismas condiciones, para probar la
reproducibilidad de la técnica.

Es importante sefialar que no era necesario dejar pasar el tiempo de suficiente para
completar la reaccion entre el AG-T y cada estandar, ya que lo que se quicre mostrar es la
sapacidad resolutiva y no una relacion con la concentracion. Por otro lado, para asegurar
que el estandar reaccionara inmediatamente con el AG-T y que la seiial fuera perceptible

en el polarograma, se utilizaron concentraciones elevadas de cada estandar (10 pM).

3.3.1 Grupos carbonilo y carboxilo de bajo peso molecular
En la tabla 111 se pueden observar los resultados obtenidos de los diferentes
polarogramas, sus potenciales de onda media caracteristicos y la magnitud de la sefial de

la corriente al aplicarsele el potencial para los diferentes compuestos.
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Tabla TIT Resultados mostrados en los polarogramas para cada compuestos con grupo
carbonilo o cinc. concentracion a la que se midi6 fue de 10 pM en NaC'l 0.5M | as sefiales
no fueron cotregido por el blanco.

Muestra i(pA) Eu (V)
Blanco 0.012 - -0.940
HCTIO 0.037 -0.937
Acetaldehido 0.022 -1.041
Butaraldehido + Acetaldehido 0.033 -1.042
Benzaldehido 0.085 -1.164
Acetona No tiene un pico verdadero bajo estas condiciones
Acido acético No tiene un pico verdadero bajo estas condiciones
_Cinc 0.052 B ~-0.863

En la figura 10a y 10b se muestran los polarogramas del blanco y el estandar de
formol. Aqui se puede observar que la magnitud de la corriente y el E;p, obtenidas en
cada solucion fueron similares a las mostradas en los experimento anteriores.

Mientras que el estandar de acetaldehido muestra una sefial de corriente a un £y,
de -1.041 V, asi mismo, el ancho del pico es mayor que el mostrado por el formol (fig.
10b). Al adicionar el estandar de benzaldehido aparece una tercera sefial, mas intensa
(0.085 pA) y definida, a un potencial mas negativo (-1.164 V, fig. 11a). Esta diferencia -
227 V con respecto al HCHO y -0.123 con respecto al acetaldehido nos permite
identificar claramente ambas sefiales.

inalmente, al adicionar el estandar de butaraldehido, se obtiene la sefial mostrada
en la figura 11b. Aqui podemos observar que el pico de acetaldehido se define mas
claramente, debido a que la corriente aumenta hasta 0.033 pA como resultado de la
adicion de butaraldehido. Esto nos indica que el acetaldehido no puede ser diferenciado

del butaraldehido cuando se encuentran presentes en la misma muestra.



10pM HCHO
a)

nm— B1ango NaCl
3.70e-2 pA

b) HCHO

-0.800 V -1200V

Figura 10. Polarogramas de referencia para comparar los valores obtenidos por la adicion de
carbonilos de bajo peso molecular a una misma muestra, para conocer las interferencias y los Ey,
representativos. En la figura (a) se representan las sefiales de formol y el blanco de NaCl 0.5 M.
En la figura (b) se muestra el polarograma obtenido después de adicionar acetaldehido (Ei. de -
1.041 V) a un estandar de formol (Ei» de -0.937 V), ambos de 10 pM de concentracion. El
barrido de potencial fué de -0.8 a -1.2 V (por cuestiones gréficas solo se presenta la zona de
interés, en la grafica a) .
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Figura 11 Polarogramas de referencia para comparar los valores obtenidos por la adicion de
carbonilos de bajo peso molecular y una concentracion de 10 uM. a).- formaldehido, acetaldehido
y benzaldehido; b).- formaldehido, acetaldehido, butaraldehido y benzaldehido.
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4 Estandar de cinc

Del estandar patron de cine (150 pM) se prepard una curva de calibracion en agua
de mar UV (sin Chelex-100) con adicidén de estandares, con la finalidad de observar el
comportamiento del mismo cuando de encuentra con Ia solucion AG-T a pll 5 en agua de
mar.

Los resultados se muestran en la tabla 1V donde podemos observar que el
potencial de i, para el blanco es -0.940 V y el del Zn' tiene un promedio de -0.863
0.005 V. Asi que aunque aumente la concentracion de Zn' en el agua de mar UV, eslte

potencial no afecta la determinacién del FICTHO con el reactivo de Girad-T.

Tabla V. Curva de adicion de 7n’, en agua de mar UV,
preparada de acuerdo a la técnica descrita en el apartado
IV.2.4. i = corriente, Ly, = potencial de media onda .

st oottt Sonsd £ NS ittt ek ol i e sl e o i)

UM de Zn i(HA) Ey (V)
0.00 0.0135 -0.910
0.15 0.0157 -0.858
0.30 0.0158 -0.858
0.45 0.0165 -0.858
0.60 0.0169 -0.858
0.75 0.0175 -0.869
0.90 0.0182 -0.863
1.05 0.0192 -0.869
1.20 0.0194 -0.869
1.35 0.0197 -0.869
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4 Aplicacion de la técnica modificada

4.1 Curvas de calibracion en NaCl 0.5 M y agua de mar irradiada con UV,

Consumo de solucion AG-T

Para este experimento se realizé una serie de curvas de calibracion en el intervalo
de 0.0 al0 pM de formol. La preparacion de estos estandares (por duplicado) es la
descrita en el apartado 1V.2.4 y se utiliza Ig" como conservador. T.a muestra en NaC'l 0.5
M o agua de mar UV, se dejo reaccionar 4 h antes de realizar el barrido de potencial (-
0.8V a -1.8 V). Los resultados corregidos de cuatro curvas de calibracion en NaC'l 0.5M
se muestran en la figura 12a. La regresion lineal se realizd con intervalos de confianza al
95 % (fig. 12a). El coeficiente de determinacion de la regresion fuie de 0.9852 y el limite
de deteccion de 0.312 M de TICHO. Este altimo se caleuld a partir de la ecuacidn de la
linea recta y de la desviacion estandar (S) de 20 blancos mediante la siguiente ecuacion:

L.D.(uM) = 2*§*260.608 + 0.182.

La precision calculada a partir de los coeficientes de variacion de cada esténdar.
para las cuatro curvas fue de 1.53 a 4.99 % para todas las concentraciones.

En la figura 12b se muestra el comportamiento de la corriente de la seiial de G-T
con la adicién del estandar de HHCHO. La disminucion de la corriente con la adicion de
HCHO se puede interpretar como un consumo de G-T debida a la formacion del complejo
HCHO-GT. Este consumo tiene un comportamiento lineal con respecto a la adicion de
formol a una razon de 0.019 pnA/pM de HCHO. s importante notar que la adicion de 0.5
ml de reactivo de G-T es suficiente ain a concentraciones (an altas como 10 M de
HCHO, ya que la corriente de la sefial de G-T es de 1.66 pA, la cual es un valor alto en
comparacion con la corriente generada por la reduccion del complejo HCHO-GT (0.04
RA. fig. 12a). Tisto nos indica que se requeririan cerca de 100 UM de TICTIO para
consumir todo el reactivo de G-T.

Fn la figura 13 se muestra el polarograma obtenido con el estandar de 10 M de
NCHO. Aqui se observa que la sefial de corriente del complejo HCTO-GT (1, — -0.930

V) es mucho menor que la sefial producida por ¢l reactivo de G-T (Fyn = -1.666 V). Sin
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a) Regresion lineal de HCHO utilizando NaCl 0.5M
y = 260.608*X +0.182 ; LD=0.31 yM de HCHO

Concentracion de HCHO en uM

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
i (HA)
b) Consumo de amortiguador de G-T por adicién de HCHO
y =-0.019* + 1.901 ; r=0.98
1.94
1.88}
182}
<
=%
.
1.7
(e]
1.64 : ' ' : '
0 2 4 6 8 10
pM de HCHO

Figura 12 Regresion lineal de HCHO (a) en NaCl al 0.5M con 0.5 ml de solucién amortiguadora
de G-T , con una r* = 0.0966; y consumo de Ia solucién AG-T (b) para la misma curva de
calibracion de formaldehido (n=36).
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Figura 13 Polarograma de 10 pM de HCHO en NaCl 0.5 M, con un potencial de barrido de -0.8
a -1.8V (figura inferior).El recuadro superior corresponde a la apliacién del -0.8 V a -1.2V.
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embargo, la seiial es reconocida por el polarografo debido a que presenta un programa de
reconocimiento de picos por comparacion de la sefial a una funciéon Gaussiana. La sefial
del complejo HCHO-GT se muestra ampliada en el recuadro, figura 13, donde se puede
apreciar que es un pico bien definido y diferenciable de Ja sefial de fondo

En la figura 14 se muestra la curva de calibracion construida para HCHO en agua
de mar irradiada por UV, a partir de 60 datos obtenidos en diferentes fechas. De aqui es
importante notar que la pendiente de la linea recta es casi el doble que la encontrada para
la solucién de NaCl (fig. 12a), esto tal vez se deba a la interaccion del complejo G-T con
los otros constituyentes del agua de mar y que por ello también el limite de deteccion
aumenta al doble (0.667 pM de HCHO). También, la precision disminuy6 y fue mas
variable que la encontrada en las curvas de calibracion hechas en NaCl (6.81 a 25.63 %).

En la figura 15 se muestra el polarograma del estandar de 10 pM de HCHO en
agua de mar UV. En dicho polarograma al potencial de Ey (-1.666 V) de la sefial de G-T
presenta una ligera curvatura debido tal vez a la reduccion de otro complejo formado con
otros iones del agua de mar. En la figura 15 se muestra la sefial del complejo HCHO-GT
ampliada, aqui podemos observar que la simetria del pico es similar a la encontrada en la
solucién de NaCl, por lo que la presencia de otros iones slo afecta en la magnitud de la
sefial y no en su forma.

En la figura 16 se muestran los histogramas de frecuencia para los potenciales de
media onda (E;;2) para la sefial de HCHO en dos diferentes electrolitos de soporte. Estas
gréaficas fueron construidas a partir de los datos de las curvas de calibracion en solucion de
NaCl y en agua de mar irradiada con luz UV, con un total de 36 y 60 datos,
respectivamente. Para el caso de la solucion de cloruro de sodio el E;; present6 valores
de -0.94 a -0.96 V para el 75 % de los datos con una pequefia variabilidad (1.29 %, fig.
16a). Es importante notar que el promedio de E;, del HCHO en la solucion de cloruro de
sodio (-0.944 V), es muy consistente con el promedio de la E, del HCHO en agua de
mar UV (-0.946 V) con una variabilidad similar (1.28 %, fig. 16b) . También, es notoria la
tendencia de los datos a ajustarse a una funcién normal. Ambos casos nos indican que el

valor de E;;, son reproducibles en ambos electrolitos de soporte.
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Por otra parte el E; del reactivo de G-T presentd un valor promedio de -1.664 V
en solucion de NaCl y de -1.665 V en agua de mar UV (fig. 17). Como en el caso del Ei;,
de HCHO-GT, su variabilidad y consistencia fueron similares en ambos electrolitos de

soporte, lo cual nos habla de que el valor de E;, para el reactivo de G-T es reproducible.
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conc. calculada de HCHO (uM)

0 o ; ; i i i ;
0 0.004 0.008 0.012 0.016 0.02 0.024

corriente (UA)

Figura 14 Regresion lineal de HCHO en agua de mar UV, a pH 5 y 0.5 ml de sol. amortiguadora
de G-T. El limite de deteccion calculado fué de 0.667 pM. Numero de datos 60. Y=418.12*X +
0.3134 y 1> = 0.985. La corriente es corregida por la corriente del blanco.
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Figura 15 Polarogramas de 10 pM de HCHO en agua de mar UV. El recuadro superior
corresponde al EY% de reducién del HCHO ampliado de la figura inferior. El potencial de -1.666
V, coresponde al del G-T.
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4.2 Aplicacion de la técnica polarografica en muestras de agua de mar

Se tomaron 3 muestras superficiales de agua de mar, provenientes de la zona
costera ubicada a un costado de la FCM y anterior a las descargas de aguas residuales de
la FCM y del Hotel Punta Morro, Ensenada, B.C., también se colectaron 3 muestras de
agua de mar a 5 m de distancia del efluente de aguas residuales de la FCM hacia mar
adentro, en el mes de agosto de 1997. Aunado a esto, se monitoreo el agua de mar
envejecida durante 6 meses y que contaba con una alta concentracién de microorganismos
(microalgas, hongos y bacterias).

La toma de muestras (excepto para el agua de mar envejecida, donde se tomo las
muestra de forma directa en el laboratorio) se realizd en botellas de plastico 1L de
capacidad, previamente lavadas siguiendo la rutina descrita al principio de la metodologia
para la limpieza del material y enjuagadas con el agua de mar en la zona donde se realizo
la toma de muestras. Las botellas fueron llenadas evitando el burbujeo e inmediatamente
se llevaron al laboratorio donde se tomé una alicuota de 100 ml y se le afiadié solucion
AG-T (2.5 ml) y 0.5 ml de solucién con CHELEX -100. Después se ajusté el pH a 5 y los
frascos fueron sellados con parafilm, se agitaron por 30 min., se dejaron reposar por
espacio de 12 h. Transcurrido este tiempo se tomaron alicuotas de 20 ml por triplicado y
se les aplicé la técnica de PPD bajo las condiciones ya establecidas. A la par se realizaron
tres blancos en agua de mar UV para corregir los valores. Los tesultados se muestran en
Ja tabla V, donde se utiliza la curva de regresion para agua de mar UV (fig. 14), para
obtener los valores de concentracion en pM de HCHO.

Como se observa en la tabla V, las mayores concentraciones de HCHO se
encuentran en el agua de mar impactada por el efluente de aguas negras de la FCM con un
promedio de 5.1 + 0.4 pM de HCHO, mientras que el agua a mar que no esta impactada
muestra concentraciones promedio de 1.7 + 0.6 pM de HCHO; estos valores son
ligeramente menores que los encontrados en el agua de mar envejecida. Esta ultima
presenté valores de 2.0 + 0.4 pM de HCHO, los cuales se asemejan a los encontrados
cuando se inici6 el estudio (4 meses antes) figura 16, a pesar de contar con la presencia de
microorganismos y que han pasado 6 meses desde que se prepar6. Esto nos puede indicar

que existe una produccion y consumo natural en un "cultivo cerrado".
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Tabla V Resultados de los polarogramas utilizando PPD en diferentes muestras de agua
de mar. La ecuacion de la recta empleada para calcular la concentracién en pM de HCHO
es la encontrada en la regresion lineal de agua de mar UV mostrada en la figura 13. Los
resultados mostrados son el promedio de los duplicados para cada muestra.

Muestra i(pA) Ev (V) i (LA) pM
Corregida HCHO
Blancos de agua de mar UV 0.0131 * 0.004 -0.940 0.0000 0.00
Agua de mar 0.0150 -0.937 0.0019 1.11
0.0164 -0.937 0.0033 1.70
0.0177 -0.940 0.0046 2.24
Agua mar envejecida 0.0173 . -0.936 0.0042 2.07
0.0160 -0.941 0.0029 1.53
0.0180 -0.940 0.0049 236
Agua mar a 5 m efluente 0.0240 -0.940 0.0109 4.87
de aguas negras 0.0256 -0.940 0.0125 5.54
0.0240 -0.940 0.0109 4.87

4.3  Perfil de HCHO en el Golfo de California

Con la finalidad de probar la técnica de PPD en agua lejana de la costa y conocer
la concentracion de HCHO a diferentes profundidades, se utilizaron algunas muestras
colectadas durante el crucero MEGAMARCO 11, realizado en abril de 1997, en ¢l Golfo
de California. Estas corresponden a la estacion 19 ubicada en la parte central del Golfo
(24° 57" 46" de latitud norte y 109° 44' 49" de longitud oeste).

Debido a que las concentraciones de HCHO en agua de mar oceénica, reportadas
por otros autores, por lo general son del orden de nM y a que el LD es de 0.67 pM de
HCHO, en agua de mar UV, con la técnica de PPD bajo las condiciones del apartado
IV.1.1, se tuvieron que concentrar las muestras mediante la coprecipitacion del HCHO-
GT y de forma parcial los carbonatos de Ca"™ y Mg"", con NaOH IM (Williams y Zirino

1964) para detectar concentraciones menores del LD.

4.3.1 Coprecipitacion
Se tomaron alicuotas de 200 ml de cada muestra y se colocaron en embudos de
separacion de 250 ml de capacidad. A estas se les agregé 5 ml de reactivo AG-T y se

ajusté a pH 5, dejandolas reaccionar toda la noche. Posteriormente, se coprecipité el
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complejo HCHO-GT formado, con NaOH 1 M a un pH entre 9.2 y 9.7 y se dejaba
precipitar hasta obtener un sobrenadante claro. El precipitado se transferfa a tubos de
centrifuga graduados (volumen recibido de 20-28 ml) y se redisolvia con HCl 1M a un pH
no menor de 4. Finalmente se ajustaba el pH a 5 y se aplicaba la técnica de PPD,
anteriormente descrita. Simultdneamente se corrid, un estdndar de 2 pM y un blanco en
los tres diferentes electrolitos de soporte (por triplicado), con los que se calculd el
porcentaje de recuperacion.

Al mismo tiempo se tomaron alicuotas de 20 ml del sobrenadante, del embudo de
separacion, a las cuales se les ajust6 el pH a 5 y se les aplico la misma técnica de PPD.

Los resultados obtenidos con las muestras se sumarizan en la tabla VI. Aqui
podemos observar que las concentraciones de HCHO eran detectables en el 50 % de los
casos sin necesidad de coprecipitarlas, mientras que las muestras restantes no iba a ser
posible medir sin concentrarlas. En la figura 18 se puede observar que existen maximos
valores de HCHO en la superficie, a 600 m y 700 m de profundidad. Estos ultimos
coinciden con el minimo de oxigeno (0.201 mg O, L™). Por ofra parte la concentracién de
HCHO tiende a disminuir a los 800 m cuando la concentracién de O, comienza a
aumentat.

En la figura 19 se muestran los polarogramas del precipitado recuperado y del
sobrenadante de la muestra de 600m. Aqui podemos observar que existe una sefial bien
definida en el precipitado (fig. 19a). Por otra parte el sobrenadante mostr6 una sefial de
HCHO menos simétrica y con una corriente similar a la obtenida en los blancos de agua de
mar UV (0.013 pA). También sc observa una segunda sefial a -1.526 V y con una
corriente de 0.257 pA (fig. 19b). A un potencial mas negativo (-1.716 V) se observa el
pico de G-T, el cual aparece a un potencial de -1.647 V en el precipitado (fig. 19a). Este
comportamiento se observo a todas las profundidades.

Para el calculo del porcentaje de recuperacion, se consideré que la corriente que
deberia medirse en el precipitado del estandar de 2 pM de HCHO, deberia corresponder a
una concentracion de éO UM, por el factor de concentracion (200 ml/ 20 ml). Esta
corriente se midié de un estandar de 20 pM de HCHO en agua de mar UV (promedio de

42



dos determinaciones de 0.051 pA) y se compar6 con la corriente medida en el precipitado

del estandar de 2 pM en los diferentes electrolitos de soporte: agua de mar

pM de HCHO
| I mg 02 L
[ |
1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
T ] A
, - . ;
| | } |
¥ s et el R ?
i i | { 1
i ‘ | |
‘ | % ‘
_—_ |
400 | | |
{ { | :
Z (m) | i | {
i : | |
‘ ' , 1
| ! ;
| 5 i i »
s 5 i 1
| | | |
| I | !
| | | !
. ; ! |
! i { |
‘; | | | i
-1200 g ! i ;
' ‘ i ? ':
| | | 1 |
\ | 3‘ i
| | { { | |
s % !
% { , | ;
| | i i | ‘ {
-1600 | i / i ] ] i )

Figura 18 Variacion de la concentracion de oxigeno disuelto (linea azul) y HCHO (linea
roja), con la profundidad (Z), en la estacion 19 en el Golfo de California, México. Las
unidades en el eje "x" corresponden a mg L para el oxigeno disuelto y en pM para el
HCHO.
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a) Precipitado
5.6002-2pA
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Figura 19 Polarogramas aplicando la técnica de coprecipitacion en agua de mar, para concentrar
el HCHO, perteneciente al Golfo de California a una profundidad de 600 m. Precipitado (a) y
sobrenadante (b). El recuadro se refiere al Ey, donde aparece la sefial del HCHO, esta sefial se
encuentra ampliada en la grafica superior del mismo inciso.
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natural (0.042 pA), agua de mar UV (0.047 pA) y agua de mar envejecida (0.049 pA).
Los resultados mostraron que el porcentaje de recuperacion era del 82 % en agua de mar
natural, 92.33% en agua de mar UV y 96 % en agua de mar envejecida. Es importante
mencionar que la corriente medida y corregida por blanco en los sobrenadantes (0.0015 y
0.0102 pA) correspondian a un porcentaje del 3 al 20 %.

En la figura 20 se muestran los polarogramas del blanco y del estdndar de 2 pM en
agua de mar envejecida antes de aplicarse la coprecipitacion con NaOH al 1 M, las
corrientes para dichas sefiales fueron de 0.017 pA y de 0.022 pA, respectivamente. Los
Ei;, para ambos casos fue de -0.927 V, estos valores fueron similares a los encontrados en
experimentos anteriores,

Sin embargo, después de la coprecipitacion se observa un aumento significativo en
la corriente (0.066 pA) del precipitado del estandar de agua de mar envejecida a un
potencial de -0.967 V (fig. 21a). En el caso del sobrenadante del agua de mar envejecida
no tenemos la sefial caracteristica del formaldehfdo, sin embargo, el polarograma presenta
la misma forma que el agua de mar natural (fig. 19b), a potenciales mayores de -1.5 V ,
donde se aprecia una sefial a -1.531 V de 0.202 pA y el pico de G-T a -1.722 V con una
corriente de 1.397 pA (fig. 21b).

Tabla VI Resultados de la técnica de coprecipitacion de HCHO en agua de mar a
diferentes profundidades. Donde i es la corriente (RA), Eix ¢s el potencial de media onda
de la sefial del complejo G-T-HCHO (V), V es el volumen de muestra analizado (ml), I
corr. es la corriente corregida por la sefial del blanco (1A), CM es la concentracion del
precipitado calculada a partir de I corr. y CR es la concentracion corregida pot volumen
de muestra y por porcentaje de recuperacién. La corriente presentada por el blanco en
agua de mar UV fue de 0.0131 y la E% de -0.940 El potencial (Ey) tiene un promedio de

-0.938 + 0.005

Profundidad i E% v | corr. CM CR
(m) (uA) v) (ml) (MA) pM de HCHO UM de HCHO

0o 0.052 -0.942 200 0.039 16.41 1.78

10 0.028 -0.937 200 0.015 6.50 0.70

30 0.023 -0.932 200 0.010 4.62 0.50

200 0.039 -0.932 200 0.026 10.98 1.19

500 0.027 -0.927 232 0.014 6.17 0.57

600 0.056 -0.942 238 0.043 18.25 1.98

700 0.046 -0.942 221 0.033 13.94 1.51

800 0.030 -0.937 200 0.017 7.46 0.81

1000 0.023 -(0.932 229 0.010 4.41 0.48

1500 0.027 -0.932 206 0.013 5.92 0.64
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a) agua de mar envejecida sin precipitar

1.730e-2 pA
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Figura 20 Agua de mar envejecida con AG-T y tratada con Chelex-100, utilizada para la
cooprecipitacion y redisolucién para concentrar la muestra. Concentracién inicial de HCHO (a) y
con 2 pM de HCHO (b). El recuadro se refiere al Ey;, donde aparece la seffal del HCHO, esta
sefial se encuentra ampliada en la gréfica superior del mismo inciso.
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a) precipitado en agua de mar envejecida
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Figura 21 Polarogramas del precipitado(a) y sobrenadadnte (b) de la solucién patrén de 2 pM de
HCHO en agua de mar envejecida. El recuadro se refiere al Ey, donde aparece la sefial del HCHO,
esta sefial se encuentra ampliada en la grafica superior del mismo inciso (a).
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V' DISCUSIONES.

La técnica propuesta produce resultados que son diferentes a los reportados por
Igmanson (1997). Estas diferencias se hacen notorias en la magnitud de la corriente del
blanco, la definicién y variabilidad del Eyp, y el limite deteccion. El limite de deteccion
reportado por Igmanson fue de 0.1 uM de HCHO, mientras que al reproducir su técnica
se encuentran valores de 2.02 pM de HCHO. Las causas de estas discrepancias pudieron
ser encontradas en el presente estudio y corregidas para proponer una técnica mds
depurada, sensible y reproducible.

Las condiciones que se deben cuidar durante el andlisis de muestras para tener
buena reproducibilidad y exactitud son el pH, el tiempo de reaccién, el tiempo de
almacenamiento y el uso de un electrolito de soporte adecuado para diluir los estandares.

Los valores de pH durante el andlisis afectan la reproducibilidad y definicion del
Ein, ya que la forma de la sefial del complejo HCHO-GT es muy amplia a valores de pH
diferentes de 5. Por ello, es importante mantener el pH en un intervalo de 5 + 0.1. En
estos valores de pH se obtiene una buena definicion de la sefial y por tanto buena
reproducibilidad y resolucién. Asf mismo, la corriente de la seffal del blanco se reduce
hasta en un 25% a un pH de 5. Esto se puede comprender al revisar la reaccion de
reduccion del complejo HCHO-GT, en la cual interviene la concentracion de H' en la
formacion del complejo reducido (Smyth, 1979).

Otro factor importante son las posibles interferencias, por otros compuestos
durante la reduccion del complejo HCHO-GT (semicarbazona), ya que éstas influyen en la
magnitud y forma de la sefial. Lo anterior se refleja en las diferencias encontradas en los
electrolitos de soporte utilizados (NaCl 0.5 M, agua de mar UV y agua de mar
envejecida). Las principales diferencias se encontraron en la magnitud de la sefial del
HCHO entre la solucién de NaCl y el agua de mar UV, manifestado en la pendiente de la
regresion lineal de HCHO en uM contra corriente en pA (260 y 418.12 para el NaCl y el
agua de mar UV, respectivamente). Esto nos indica que la sefial es mas débil en el agua de
mar UV, debido probablemente a la interferencia con otros iones inorgénicos,
principalmente, ya que la concentracién de materia orgénica en el agua de mar irradiada

con UV por 6h se supone nula (Armtrong ef. al., 1966). Por ello, debido a que estas
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curvas de calibracién fueron elaboradas con electrolitos de soporte tratados con CHELEX
100, nos sugiere que la posible interferencia negativa en el agua de mar sean aniones ya
que las diferencias entre la solucion de NaCl y el agua de mar UV se mantuvieron a lo
largo de toda la curva de calibracién. Los aniones probablemente reaccionan con el
complejo HCHO-GT, produciendo que la sefial sea menor en el agua de mar UV.

Por otra parte los resultados encontrados en las sefiales de los blancos, muestran
que una posible interferencia importante sean iones metdlicos. Al buscar los posibles
metales que pueden dar una sefial con la técnica de PPD se encuentra a 4 metales (plomo,
cadmio, cobre y cinc), de los cuales, s6lo el cinc puede reducirse a un potencial cercano al
HCHO-GT; sin embargo las concentraciones naturales de este metal se encuentran en el
orden de 10® M, por lo que su presencia en las muestras se deberfa a contaminacion. En
el tratamiento de los blancos con agentes quelantes, la corriente en todos los electrolitos
de soporte disminuyé en més del 50 %, lo cual nos sugiere que una de las interferencias
positivas es el cinc, esta interferencia puede disminuirse en forma apreciable al usar
CHELEX-100. Sin embargo, sigue existiendo una seffal de corriente de 0.01 a 0.03 pA,
mostrando que existen otro tipo de interferencias. Al comparar los resultados del agua de
mar UV y el agua de mar envejecida se observa que los valores del blanco son mas o
menos de la misma magnitud. Esto nos sugiere una contaminacion por formaldehido
proveniente de la atmosfera, como ha sido reportado por otros autores (Eller, 1984;
Kenneth et al., 1986; Tugrul, 1993). A pesar de ello, estas interferencias pueden
corregirse al normalizar la magnitud de la corriente con el blanco.

Al tratar con los dos diferentes agentes quelantes se pudo observar que se obtienen
mejores resultados con el CHELEX-100. Esto probablemente se deba a que el CHELEX
se mantiene en forma solida y no tiene posibilidades de reducirse. Por el contrario el
EDTA (que es soluble) se puede reducir o bien, la estabilidad (o constante de estabilidad)
con cada metal-EDTA y metal-CHELEX sea diferente y por ello, la sefial del HCHO con
EDTA se hace menos definida.

El tiempo de reacci6n es otro aspecto muy importante, que afecta la magnitud de
la corriente de la sefial del complejo G-T-HCHO y del blanco. Durante las primeras 4

horas la reaccion no es completa ya que la corriente sigue aumentando con el tiempo.
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Mientras que a mayor tiempo de reaccion, la corriente se hace estable y se mantiene asi
por un tiempo que depende de la adicién de un conservador (como el mercurio). Asf
mismo, la sefial del blanco disminuye hasta valores de 0.012 pA, con o cual se obtiene un
mejor limite de deteccion. En funcién de estos resultados se puede decir que el mejor
conservador, por su manipulacion, es el mercurio metélico ya que ofrece casi las mismas
bondades que el Hg en forma idnica con la posibilidad de recuperacion. Asi mismo, se
sugiere que se utilice sdlo en el caso de que las muestras no puedan analizarse en un
periodo de 7 dias o que la temperatura ambiente sea mayor de 23 °C.

La selectividad es un aspecto débil dentro de las técnicas polarogréficas aplicadas a
materia organica presente en agua de mar (Buflle,1990). Por ello en este estudio se probd
la resolucién que tiene la técnica propuesta en identificar aldehidos de bajo peso molecular
y otros grupos funcionales similares (cetonas y carboxilos). Los resultados mostraron que
la capacidad resolutiva de esta técnica permite diferenciar entre aldehidos de bajo peso
molecular, produciendo sefiales mas negativas conforme aumenta el niimero de carbones.
Esto es razonable, ya que a valores de E,;; més negativos se traduce en una mayor energia
libre de Gibbs (AGR) y por tanto en un mayor requerimiento energético para su reduccion.
Sin embargo, no se pudieron encontrar diferencias significativas entre la sefial del
acetaldehido y el butaraldehido, ni aplicando un barrido de corriente més fina (0.001 V' s°
"1, lo cual nos indica que esta capacidad tiene sus limitaciones. Por otra parte, la
selectividad de los aldehidos de otros grupos funcionales, se manifiesta en la comparacion
con polarogramas de acetona y carboxilo en agua de mar. Estos tltimos no producen sefial
bajo las condiciones propuestas para la técnica, no obstante, se puede medir la
concentracién de acetona a un pH de 6 (Igmanson, 1997), ¢l cual es diferenciable de los
aldehidos por su potencial de reduccién (-1.25 V v.s. Ag/AgCl). Es importante mencionar
que la capacidad de resolucién es confiable en un 95% de confianza, ya que la distribucion
de Ey; para el HCHO fue normal y con una desviacion estandar pequefia (+ 0.015 V),
tanto para el NaCl y el agua de mar UV. Esto nos indica que las interferencias por iones
mencionada anteriormente sélo afecta la concentracion pero no el valor del E,p. Lo cual

implica que puede identificarse la sefial con un alto nivel de confianza.
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Al probar la técnica desatrollada en muestras de agua de mar naturales, se
encuentran valores mas altos en la zona costera (alrededor de 2 pM de HCHO) que los
reportados por Xiangliang y Mopper 1997 (2-24 nM). Esto tal vez se deba a la
proximidad de zonas hoteleras aunado a que de forma regular durante 1997 ocutrieron
eventos de marea roja; aunque el muestreo se realizo un mes después de la ultima marea
roja (agosto). Estas aguas al ser impactadas por aguas residuales domésticas
biolégicamente tratadas producen un aumento de HCHO hasta 5 pM. Este valor es
razonable si se considera que las aguas residuales contienen una gran variedad de
compuestos organicos los cuales sufren cierta transformacion por las bacterias presentes,
durante un tratamiento biolégico (Metcalf-Eddy, 1994).

Por otra parte aunque es la primera vez que se mide HCHO en el Golfo de
California, y que se aplica la técnica aqui expuesta, los resultados nos permiten observar
ciertos aspectos que coinciden con lo reportado por otros autores. Primeramente las
concentraciones elevadas de HCHO en la supetficie tal vez se deban a un enriquecimiento
de este compuesto por aportes atmosféricos y a la fototransformacién de la MOD, debido
a la gran incidencia de luz y a que son aguas muy productivas( Xiangliang y Mopper,
1997). Asi mismo, los maximos de HCHO encontrados a 600 y 700 m de profundidad,
aunado a que se encuentran cercanos al minimo de oxigeno, sugieren que la produccion de
HCHO tiene lugar en el océano por los procesos biolégicos que se llevan a cabo en la
columna de agua (Eberhard y Sieburth, 1985). Estos procesos de formacién de HCHO, tal
vez estén relacionados a la degradacién de la materia organica presente. Sin embargo,
cualquier conclusion derivada de los valores encontrados deben de tomarse con mucha
cautela ya que el objetivo de analizar estas muestras, fue el de probar la técnica y verificar
si existfa un patrén de comportamiento con la profundidad. Debido a que los valores
reportados eran menores al limite de deteccion encontrado aqui (0.66 pM) fue necesario
emplear una técnica de concentracion para el andlisis de estas muestras. La técnica de
coprecipitacién empleada permitio disminuir hasta en un orden de magnitud el limite de
deteccion (0.06 pM), asf mismo, el porcentaje de recuperacion fue mayor de 80%. Por
ello, para detectar concentraciones por abajo de este nivel, es necesario pensar efi una

técnica de concentracion alterna. Se propone usar la técnica desarrollada en este trabajo
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con coprecipitacion, pero empleando voltametria de adsorcién con un electrodo de gota
suspendida de mercurio, como la propuesta por Wing Hong y Tian Yao (1997), para agua
dulce, esto permitird determinar concentraciones nanomolares que podrén ser comparables
con las técnicas cromatograficas y por tanto contruibuird con los conocimientos de los

procesos heterotréficos en el océano.
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VI CONCLUSIONES

La técnica de Igmanson (1997) fue modificada para su aplicacién en agua de mar,
obteniéndose un incremento en la resolucion, precision (> 95%) y selectividad, con
respecto a la técnica original.

Las modificaciones hechas en este trabajo permiten la deteccion de formaldehido
hasta 0.66 pM, el cual presenta un potencial de media onda de -0.94 V v.s. el electrodo
de Ag/AgCl.

Los factores que deben controlarse durante el desarrollo del analisis de estos
compuestos son:

pH de 5 que no debe variar en mas de 0.1.

El tiempo 6ptimo de reaccion que debe ser mayor de 4h.

Utilizar agua de mar natural libre de materia orgdnica como electrolito de
soporte para diluir los estandares.

El tiempo y las caracterfsticas de almacenamiento del complejo GT-HCHO;
ya que no es estable por periodos de tiempo prolongado (> 48 h) a
temperaturas >25 °C si no se emplea un conservador.

Utilizar el CHELEX-100 para quelar los metales presentes y aumentar la
resolucion de la sefial.

Con esta técnica se puede diferenciar entre aldehidos de bajo peso molecular como
formaldehido (Ey; de -0.94 V), acetaldehido (E;» de -1.042 V) y benzaldehido (Ei; de -
1.1 V), con un nivel de confianza del 95 %.

La acetona sélo es detectable a pH 6 y el grupo de carboxilo no interfiere con la
determinacion de aldehidos, por lo cual la selectividad de este método es aceptable.

Las interferencias presentes en el agua de mar sélo influyen en la magnitud de la
corriente del formaldehido sin afectar su Eyp.

Las concentraciones de HCHO encontradas para aguas costeras cercanas a la FCM

fueron de 2 pM y para aguas influenciadas por aguas residuales de 5 pM.
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La coprecipitacion permite la disminucién del limite de deteccion hasta en un
orden de magnitud. Lo cual permitio la deteccion de formaldehido en el Golfo de
California con maximos en la superficie (1.8 pM) y a 600-700 m de profundidad (1.9 uM).

Las méaximas concentraciones de HCHO en aguas profundas estén relacionados

con el minimo de oxigeno.
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