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INTRODUCCION

En este manual se describen las metodologias para llevar a cabo las determinacione:
analiticas de los principales parametros que permiten evaluar la cilidad del agua. En
cada practica se considera, de manera general, el fundamento de la 1écnica, el objetivo,
el equipo ylos reactivos y su preparacion. Se describe la metodologia Je trabajo.

Aunque en esta version se incluyen los fundamentos teoricos de las técnicas, es
importante aclarar que esta informacion debe ser complementada con las lecturas
correspondientes y ademas se deben revisar las interferencias de las f ruebas analiticas.

Al final de cada practica el alumno encontrara una hoja en blanco para que realice el
diagrama experimental de la practica, previo a su trabajo en el labcratorio. Este
diagrama es un apoyo que le permitira resolver dudas y realizar las operaciones descritas
con plena seguridad de lo que esta haciendo.

A continuacion se presenta una posible organizacion del taller y s= revisan conceptos
basicos de seguridad en el laboratorio.

Posteriormente aparecen descritas en detalle las técnicas analitizas propuestas, que
cubren el contenido del programa de la u.e.a. "Taller | de Ingenieria Ambiental”. Las
técnicas se basan en la legislacion mexicana vigente, aunque algunas han sido
modificadas de acuerdo con estandares internacionales, con el fin de hacerlas mas
didacticas o menos contaminantes.
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m presentacion y organizacion del taller m
PRESENTACION

El Taller | de la licenciatura de Ingenieria Ambiental tiene como objetivo: aplicar los
conocimientos teorico-practicos aprendidos previamente, para identificar sustancias
presentes y formular diagnoésticos sobre la calidad de muestras de aguas residuales. Lo
anterior se hace a través de actividades de campo y laboratorio, es decir la realizacion de
tecnicas de analisis de calidad del agua.

Hace 15 anos, en enero de 1987, se publico la primera version de un manual de apoyo
para este taller "Metodologias para evaluar la calidad del agua”. El manual fue reeditado
en 1989y en 1994.

En 1996 se modifico el plan de estudios de la carrera de Ingenieria Ambiental, aunque
el programa de Taller | sélo tuvo pequerios cambios, se realizaron algunas modificaciones
en el contenido del manuat para ajustarlo a las necesidades de un Ingeniero Ambiental
encargado de la determinacion de la calidad del agua, con base en la normatividad vigente
en aquel momento.

En 2002 hubo una nueva adecuacion del plan de estudios, que en el caso de Taller | se
tradujo en la reduccion det nimero de creditos, con la consecuente reduccion en el tiempo
de dedicacion, que disminuyo de 9 a 6 horas semanales.

Tomando en cuenta esta reduccion de horas de trabajo en el laboratorio y la creciente
preocupacion por reducir la generacion de residuos contaminantes y el ahorro en tiempo y
reactivos, se montaron y ensayaron nuevas practicas (microescala} utitizando técnicas que
cumplian esos requisitos sin afectar la confiabilidad de los resultados.

Es en este tenor y considerando lo antes mencionado que presentamos este nuevo
texto de apoyo, en que se conservan los fundamentos del analisis correspondiente y los
cambios en la normatividad, como una herramienta fundamental para los estudiantes del
Taller t de Ingenieria Ambientat.

En esta nueva version recuperamos parte del contenido del manual original que lo
antecedio “"Metodologias para la evaluacion de la calidad del agua”, corregimos los errores
y la redaccion de los textos para hacer mas claras las metodologias. Modificamos el
capitulo de organizacion del taller, revisamos y complementamos el de normas de
seguridad e incluimos nuevas practicas. En este nuevo manual hay dos aportes
importantes: 1) aparecen los fundamentos tedricos en cada una de las practicas, con lo que
se cubre una carencia de las versiones anteriores y 2) se incluyen algunas practicas en
microescala.

Es nuestro interés que tos estudiantes de esta u.e.a encuentren en este manual un
apoyo importante para el buen desarrollo de su trabajo experimental y de campo en el
ambito de la calidad del agua. Esperamos que nos hagan llegar sus sugerencias y
comentarios que permitan mantener este texto como un material de apoyo adecuado a las
necesidades de nuestros alumnos.

Rosa Ma. Espinosa Valdemar Irma Delfin Alcald Ma. Adela Hernandez Ortiz
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ORGANIZACION DEL TALLER

En el taller las sesiones inician con la discusion de los conceptos tedricos de la
determinacion, asi como de los problemas practicos que puedar presentarse en el
transcurso de la experimentacion.

Es un requisito que el alumno, antes de la realizacion de la practica, estudie tos
principios basicos de la misma, lea el procedimiento, realice un diagrama de flujo de la
practicay conteste un cuestionario preparado por el profesor.

Se requiere que todos los alumnos empleen siempre una bata di: manga larga y que
lleven una bitacora ordenada, en una libreta de uso exclusivo para el taller.

La bitacora debe contener: fecha del analisis, caracteristicas ¢e la muestra, tales
como volumen, dilucion, aspecto, temperatura, pH y color. En las técnicas gravimeétricas
se debe tener el registro de los pesos del material a peso constante. En las técnicas
volumeétricas se deben anotar los cambios de color en la muestra, el solumen gastado en
la titulacion, los vires de color durante la titulacion. En las técnicas colorimétricas se
debenincluir las graficas de las curvas de calibracion, las ecuaciones >ara los calculos. En
general, se deben incluir todos los datos y observaciones que se obtengan durante las
practicas.

El taller esta disenado para que los alumnos trabajen en equipo, se considera que un
equipo de 3 estudiantes funcicna adecuadamente.

Los estudiantes deben tramitar su credencial de laboratorio pa-a tener derecho al
préstamo de material. El material y equipo se presta por equipo, fior lo que todos los
integrantes del equipo deben entregar su credencial, al solicitarlo.

Al inicio del trimestre se entregard a cada equipo un lote de material de laboratorio
basico para que los alumnos lo conserven durante el curso y lo eni.reguen al final del
mismo. En dicho lote no esta incluido todo lo que requieren por lo que tendran que ir
solicitando lo que falte de acuerdo con sus necesidades. £l material r ecesario con el que
deben contar yasea personal o por equipo para el taller es el siguient::

Material de uso personal: Material por ecquipo:
—= Bata —= Bitacora
—* Guantes —= Candado con lave
— Pinzas de diseccion — Detergente

— Franela para limpiar

E Toallas de papel absorbente
Jaboén de tocedor

— Algoddn

" Gasa

[ Etiquetas
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Cuando una practica requiera de calculos preliminares, tal como la estimacion de la
cantidad de reactivos, el equipo los realizara bajo la supervision del profesor o de su
ayudante. De igual forma, éste debe asegurarse de que los alumnos comprendan el
procedimiento y el uso del equipo pertinente, para prevenir su uso inadecuado que
pudiera conducir a danos en el equipoy errores en la practica.

Cada equipo tiene la obligacion de reportar sus resultados y mantener su bitacora en
orden, se recomienda que las muestras que se analicen incluyan al menos, una comun a
todos los equipos {que provenga de la misma fuente), para que al término del taller se
efectle unaevatuacion global de la calidad de dicha agua.

Si el grupo de alumnos es numeroso se deben programar practicas simulténeas, es
decir, en una misma sesion de taller se montan dos o tres técnicas diferentes y en la
siguiente sesion se alternan los equipos.

En la primera sesion se hara entregay comentara el reglamento del laboratorio, para
que todos tos alumnos estén enterados de sus responsabilidades.

La limpieza del material y del area de trabajo en el laboratorio, es una tarea asignada
a los miembros del equipo, por lo que debe haber un compromiso por parte de éstos para
mantener limpio su lugar de trabajo.

Las instalaciones de que se dispone en el laboratorio no son apropiadas para realizar
la practica de coliformes por lo que, como alternativa, se sugiere llevar a cabo una visita
a algun laboratorio {particular o gubernamental) en que este ensayo se realice
rutinariamente. La practica de identificaciéon de coliformes, coliformes fecales y la
cuenta de coliformes totales se realiza de manera rutinaria en la u.e.a. “Laboratorio de
microbiologia™.

La parte final del laboratorio considera la elaboracion de un reporte, el cual tiene
como objetivo que el alumno realice un ensayo de lo que sera su practica profesional. Se
pide que el reporte incluya un diagndstico de la calidad del agua analizada a lo largo del
trimestre y las atternativas de tratamiento. Esto bajo un formato sencillo y claro que se
asemeje a los formatos de informe de evaluacion realizados por despachos
especializados profesionales.
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m m s de seguridad en el taborgtorio

NORMAS DE SEGURIDAD EN EL LABORATORIO

Los lineamientos siguientes tienen como proposito evitar riesgos a los estudiantes,
ayudar a mantener el buen estado del equipo y facilitar el trabajo .1e laboratorio. Para
ello es indispensable que el estudiante lea y analice los contenido:: del reglamento de
laboratorio.

e Leer cuidadosamente y razonar las instrucciones para el desarrollo de cada
experimento, antes de realizarlo en el laboratorioc. Actuar una vez que se sabe lo que
se tiene que hacer.

¢ Poner atencion a las indicaciones del profesor y a las del marual de laboratorio,
respecto al cuidado y manejo de los reactivos que se emplean en cada uno de (oS
experimentos.

¢ Antes de empezar atrabajar, confirmar la disponibilidad de agua, luz y gas en la mesa.
Asegurarse de que las llaves de agua y gas queden cerradas al desmontar su equipo.

¢ Abstenerse de fumar, jugar e ingerir alimentos en el laboratorio.
» Utilizar siempre batay, cuando sea necesario, guantesy lentes de proteccion lateral.
e Mantener limpios el area de trabajo, los aparatos y el equipo.

¢ Cerciorarse de que se cuenta con los reactivos requeridos y poner atencion a las
indicaciones de riesgo que aparecen en la etiqueta. Si un reactivo esta por agotarse
dar avisoal encargado.

¢ No utilizar reactivos que carezcan de etiqueta. Al preparar una so ucion, etiquetar de
inmediato el frasco, anotando la fecha de preparacion. Emplear etiquetas y rotular
todos los recipientes, tanto de uso temporal (matraces, vasos de precipitados, etc.)
como de uso permanente (frascos de reactivo).

» Utilizar la campana de extraccion al trabajar con sustancias que de;prendan vapores.

» No colocar ninguna sustancia directamente sobre el platitlo de la Lalanza, utilizar una
charola de papel aluminio o un vidrio de retoj. Manipular tos solidos con una espatula.

o Medirlos reactivos liquidos conforme a las condiciones que especifique la técnica.

o Al preparar soluciones con acido sulfirico, verter siempre EL ACIJO SOBRE EL AGUA
(nunca le des de beber al &cido), para evitar que la solucién se caliznte hasta el punto
de ebullicion y salpique al operador.

« No calentar directamente cristalizadores, vidrios de reloj, probetzs, pipetas, buretas
o matraces aforados, para evitar que se estrellen ya que no son de vidrio resistente al
calentamiento.

R 17
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« Neutralizar los acidos y las bases fuertes, antes de desecharlos. Verter en la tarja
lentamente el material que se desee eliminar. Si se van a desechar varias sustancias,
hacerlo de una en una, dejando correr el agua para espaciarlas y evitar que reaccionen
entresi.

« Depositar los residuos sélidos en los botes de basura, excepto aguellos que requieran
de un tratamiento previo.

+ Depositar los residuos liquidos en los recipientes destinados al efecto.

« No utilizar flamas abiertas (mecheros) cuando alguno de los alumnos esté trabajando
con materiales inflamables como éter, benceno, acetona o alcohol. En caso de ocurrir
un incendio pequeno, éste puede sofocarse con la bata o con una toalla himeda, pero
siel fuego es mayor se debe utilizar un extintor y cubrir los residuos liquidos con arena.

« Solicitar el apoyo del profesor o del técnico, si no se esta seguro del manejo de un
instrumento,

» Comunicar de inmediato al profesor o al técnico CUALQUIER ACCIDENTE, por trivial
que parezca.

¢ Preparar con antelacion cada experimento. De esta forma podran prevenirse
situaciones que requieren alguna precaucion especial para evitar accidentes.

« Limpieza final: al termino de la practica, el lugar de trabajo y el material deberén
quedar impecables.

« Derrames: Algunos instrumentos contienen mercurio, metal liquido volatil que se
evapora lentamente a temperatura ambiente. Los vapores de mercurio son venenosos.
Cuando se derrame mercurio, llamar de inmediato al instructor y empezar la limpieza.
Todas las gotas deben ser localizadas y recogidas (una jeringa es un instrumento muy
util en estos casos).

« Derrames de acidos y de bases: Lavar con abundante aguay secar el area.

« Derrames de agua contaminada: las aguas negras contienen microorganismos
patogenos. Por pequeno que sea el derrame (aun unas cuantas gotas}, lavar el area con
desinfectante (pinesol, alcohol, cloro, etc.). Siempre habra que limpiar, al final de la
jornada, toda la superficie de la mesa en que se haya trabajado con aguas negras o
lodos activados.

« Limpieza: El material que se utiliza en el laboratorio es de vidrio pyrex, que requiere
de una limpieza adecuada. La primera recomendacion es lavar el material
inmediatamente después de usarlo, ya que si se permite que el materiat de vidrio sucio
se seque, su limpieza se dificulta considerablemente.

o



m m norn os de sequrided en el labaratario

« Normalmente, es suficiente un lavado con jabon y escobillon para matraces, probetas
y vasos de precipitados. Hay que enjuagar exhaustivamente cor agua de la lave y
posteriormente con agua destilada. Si la capa de agua tiende a szpararse del vidrio,
dejando la superficie seca, ello indica que el material no esta limpio y habra que
tallarlo y repetir la operacion.

« Los residuos organicos persistentes podran limpiarse con mezcla crémica.La mezcla
cromica consiste en una solucion de acido sulflrico concentrado, grado técnico, ala
que se le agregan muy lentamente 35 mL de una solucion saturada de dicromato de
potasio por litro de acido. Como es muy peligrosa, para preparirla y manejarla se
requiere el uso de guantes, bata y lentes de seguridad. Se recomienda el uso de ropay
zapatos viejos y conocer la ubicacion de las regaderas de seguridad.

« Siempre que se use algun acido para lavar, se deben dejar correr --antidades copiosas
de agua, para proteger el drenaje. Algunas sustancias reaccionar. violentamente con
la mezcla cromica, por tanto el material de vidrio debe enjuigarse antes de su
inmersion en el acido. Después de sumergir las piezas en 3l acido, enjuagar
exhaustivamente con agua corriente y despues con agua destilada.

e El material limpio se deja escurrir sobre toallas de papel. En (:aso de necesitarlo
inmediatamente, se puede secar enjuagandolo con un volumen rrinimo de acetona o
alcohol etilico y dejando evapaorar el disolvente.

« En caso de que la técnica senale “trabajar en condiciones anhidras” o "peso
constante”, el material debe secarse en una estufaa 100° C durant = una horay dejarse
enfriar en un desecador,

+ Cada experimento pa:iticular puede presentar situaciones gue requieren especial
atencion y que seran senaladas por el instructor,

¢ Senalizacion: Es muy importante que los usuarios del laboratoric estén conscientes
siempre de atender a lo que indican las senales de seguridad dentro del laboratorio. Es
necesario que conozcan la ubicacion de: salidas de emergencia, rutas de evacuacion,
regaderas, botiquin, servicio médico y el manejo de los extin-ores. Deben estar
familiarizados con los codigos de color de las tuberias y de los reactivas y el codigo
CRETIB.
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MUESTREQ Y CONSERVACION DE MUUESTRAS

Tomay registrode muestras
Los aspectos generales que deben considerarse al muestrear son:

o ldentificar de inmediato y claramente las muestras. Emplear un niimero consecutivoy
de preferencia una clave que indique el estudio al que pertenecen dichas muestras.

s Se debe evitar tomar muestras en sitios muy proximos a la pared o a las orillas del
cuerpo de agua.

« No deben recogerse depdsitos o materiales de las paredes ni de la superficie del agua,
tampoco es recomendable incluir particulas grandes ¢ inusuales (L nd, 1985).

Cabe mencionar que el muestreo tiene gran importancia en relacion con los
resultados que se obtengan de los analisis realizados a una muestra, ya que si alguno de
los pasos del muestreo (recoleccion, preservacion y traslado) no se realiza
correctamente, los analisis efectuados careceran de vatidez.

Equiporequerido para realizar el muestreo

Los recipientes empleados para las muestras deben ser de ur material inerte al
contenido del agua muestreada, se recomiendan envases de polietileno o vidrio con
capacidad minima de 2 litros. Las tapas deben ser de material afir al del recipiente y
proporcionarle uncierre hermético.

Los volumenes de muestra convenientes para los analisis fisicoquimicos varian entre
2 y 5litros, en tanto que para los anatisis bacteriologicos es suficiente con 250 ml.

Los recipientes para muestras destinadas a analisis bacteriolog cos, ademas de las
caracteristicas mencionadas, deben ser de boca ancha y resistentes 1 la temperatura de
esterilizacion (160-170°C).

El equipo que se utiliza generalmente para muestrear comprende (o siguiente:

s Muestreador
« Cuerda

o Flexometro
» DiscoSechi
e Brdjula

o Envase de plastico de 2 a 5 litros de capacidad, para el transporte y almacenamiento
de las muestras destinadas a los analisis fisicogquimicos

« Botetlas de vidrio ambar, con tapon esmerilado o de plastico, de 1.5 mi de capacidad,
para el transporte y almacenamiento de las muestras destinidas a los analisis
bacteriologicos. Estos envases deben haber sido esterilizados previimente.

—@
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« Frascos de vidrio de boca ancha, de un litro de capacidad, para {as muestras destinadas
al analisis de grasasy aceites

« Embudos de plastico

« Potencidometrode campo o papel indicador de pH
« Conductimetro de campo

« Medidor de oxigeno disuelto, de campo
« Bitacora

e Lapiz

e Pipetasgraduadasde 10 ml

» Pipetasvolumétricas de 100 ml

e Buretade15ml

e 3 matraces Erlenmeyer de 250 ml

« Piseta conaguadestilada

« Soporteuniversal

+« Guantes

o Conservadores

Preparacionde los recipientes para conservar las muestras

Los recipientes para las muestras de anatisis fisicoquimicos deben estar
perfectamente limpios. La limpieza puede hacerse utilizando mezcla cromica o
detergente, cuidando de enjuagarlos bien. En caso de emergencia bastara con enjuagar
varias veces el recipiente con el agua que se va a muestrear.

Algunos envases requeriran un tratamiento especial, como es el caso de los
destinados al analisis de grasas y aceites, que ademas de estar limpios deben enjuagarse
con un disolvente (hexano o éter de petroleo) y secarse con aire. Los recipientes con
muestras destinadas al analisis de fosfatos deben enjuagarse con agua acidulada caliente
y posteriormente con agua destilada. Los destinados a la determinacion de detergentes
deben lavarse con mezcla cromica.

Los recipientes para las muestras destinadas a los andlisis bacteriologicos deben
haber sido lavados perfectamente y enjuagados con agua caliente para remover las
trazas de sustancias residuales y finalmente enjuagados varias veces con agua destilada.

Los materiales lavados deben estar libres de alcalinidad o acidez, lo que puede
comprobarse con papel indicador de pH. Las botellas de vidrio se deben esterilizar a la
temperatura de 170 °C durante una hora, o en autoclave a 121 °C por 15 minutos: si el
tapon es de vidrio esmerilado, al tapon se le coloca una tira de papel para facilitar la
apertura det frasco. Encima de la tapa, cubriendo el cuello del frasco, se coloca un
capuchon de papel aluminio o de papel kraft.

26 oy



g
sesion 2-3 muestreg , conservacion de muestras l;,_;ﬁ

Recoleccion de las muestras

El personal de muestreo debera dirigirse al sitio donde serin recolectadas las
muestras, ademas de registrar los datos de campo como son: hora de muestreo,
profundidad del pozo de monitoreo y descripcion del perfil del suelo.

La toma de muestra sera con un muestreador Simpson et cual consta de una botella
cerrada hermeticamente, con un orificio en la parte superior.

Los resultados del analisis de campo seran complemento de los e laboratorio por lo
que seran reportados como parte del analisis en la practica de muestrzo.

Los parametros que se analizan en campo son principalmente: pH, temperatura,
conductividad, clororesidual y libre, y oxigeno disuelto.

Muestreo para andlisis fisicoquimicos

Se muestrea segun sean {as condiciones del lugar, sumergiendo €| muestreador en el
cuerpode aguay vertiendo la muestra en el envase previamente lavado.

e Oxigenodisuelto

La toma de muestras para la determinacion de oxigeno disueltc: debera efectuarse
con cuidado, evitando el burbujec o agitacion. En aguas poco rrofundas se puede
muestrear directamente con una botella de boca angosta con tapd esmeritado. En el
caso de muestrear a mas de un metro de profundidad existen los muestreadores Winkler
(especificos para oxigeno disuelto) y el Kemmerer, tomando las pr2cauciones debidas
para evitar burbujeo al introducir la muestra a la botella de DBO de 300 ml, donde se
realizara el analisis. Es recomendable registrar la temperatura d2 la muestra en el
momento de tomaria y efectuar inmediatamente la medicion de oxigeno disuelto, por lo
menos fijar el oxigeno, y después, titular con los reactivos del método empleado.

Actualmente existen en el mercado medidores de oxigeno analdg cos o digitales, que
bien calibrados y tomando las precauciones adecuadas, facilitan l: determinacion de
este parametro.

e Grasasy aceites

Para esta determinacién es muy importante cuidar que la muestra sea
representativa, ya que una caracteristica de las grasas y aceites es q 1e se agrupan en la
superficie de los cuerpos de agua, formando natas en determinadas zonas, por lo cual la
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muestra se debe tomar superficialmente, en frascos de un litro, evitando gue se
derrame. En caso de aceites emulsionados, la muestra se debe tomar a 20 6 30 cm de
profundidad, donde no haya mucha turbulencia para asegurar una mayor
representatividad.

Cuando el analisis no puede efectuarse inmediatamente, se conserva la muestra a un
pH de 2 o menos, adicionando 5 ml de HCl concentrado y refrigerandola a 4 °C, se
recomienda no almacenarla por méas de 24 horas.

Muestreo para andlisis bacteriolégicos

Se procede de la siguiente manera: Tomar:la botella cerca de su base, aflojar
ligeramente el tapon, sumergirla cerrada {15-'20 c¢m), con el cuello hacia abajo,
colocandola en sentido contrario a la corriente para evitar que el agua que entre a la
botelta toque las manos del operador, después se destapa la botella y se gira de modo
que el cuello quede ligeramente mas elevado que la base, se deja que se llene, hasta */,
partes de su volumen, dejando un espacio suficiente para facilitar el mezclado del
liquido, previo al analisis. Es de suma importancia agregar 5 ml de tiosulfato de sodio a la
muestra, tapar el envase y agitar vigorosamente para homogeneizar la muestra.

Identificacion de las muestras y registro de campo

Una vez colectada la muestra, es necesario tomar las precauciones necesarias para
que en cualguier momento sea posible identificarla. Se deben identificar con una
etiqueta pegada o colgada, o numerar y escribir la fecha en los frascos con un material
que no sufra alteraciones con et agua (marcadores), anotando lainformacion enuna hoja
de registro.

En el caso de utilizar etiquetas, éstas deben ser de un material que no sufra
alteraciones con el agua. Anotar con tinta indeleble la siguiente informacion:

« Identificacion del cuerpo de agua
o NUmerode la muestra

« Fechayhorade muestreo

¢ Analisis a efectuar

Durante el muestreo se debe llevar una hoja de registro con la informacion que
permita identificar el sitio de toma de muestra, condiciones en que se efectud el
muestreo, observaciones, etc.

Esta hoja debe contener la siguiente informacion:
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m muestreo |, conservacion de muestros

« Resuitados de los analisis de campo realizados en el sitio

e« Temperaturaambientalydelagua, pH

o Localizacion de la estacion de muestreo

« Descripcion cualitativa de olory color del agua al momento del muistreo
¢ Observaciones generales

Conservacion de las muestras

Las técnicas de conservacion de las muestras retardan durante cierto tiempo los
cambios quimicos y biologicos que se producen después de la toma. En general, mientras
mas corto sea el tiempo que transcurra entre la toma de la muestra y su analisis, mas
confiables seran los resultados.

En el siguiente cuadro se presenta una lista de conservadores que se usan
comunmente en muestras de agua, se indica su accion y a que {ipo de analisis son
aplicables.

Cuadro 1. Accion y aplicacion de algunos conservadores quirnicos usados
mads comunmente en el muestreo de aguas residua. es.

Conservador Accion Apl{cable a:

Nitrogeno y fé:foro en todas sus

HgCt, Inhibidor bacteriano formas

Disolvente de metales y para
prevenir la precipitacion
Inhibidor bacteriang ¢ formador Muestras orgaricas (DQO, aceites,
de sales con bases organicas grasas y carborio organico}

Acido {HNO,) Metales

Acido (H,S0,)

Alcali (NaOH) Formador de sales Cianuro, acido: organicos

Inhibidor de la accion del cloro en

Analisis bacter ologicos
las bacterias 5

Tiosulfato de sodio

Acidez, alcalin dad, material orga-
nico, DBO, colcr, analisis bacterio-
logicos, fosforc, nitrogeno organi-
CQ v carbong,

Refrigeracion Inhibidor bacteriano

Microbiotogia y aplicaciones en los procesos biologicos en el tratami:nto de aguas. Curso SARH, 1983
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Cuadro 2. Condiciones para mantener muestras de agua, antes de su andlisis

Paramet Tipo de Yolumen ijlmpo maximo de
arame min t
COS envase requerliggml Conservadorl rr:gg;nez:‘rzgzr;o
Acidez Vb, P 100 Refrigeracién 24 h
Alcanidad V, P 200 Refrigeracién 24 h
Analisis V. Pr 100 Anadir 2mi/100mlL de Tiosulfato de Sedio | ¢
bacterioldgicos ’ de concentracion 1:100 y refrigerar
Analizar inmediatamente o refrigerar .
cor v 100 y acidutar a pH<2 con H,50, 7 dias
: Anadir NaOH hasta pH=12, refrigerar
Cianuro total v, P 500 en la oscuridad 24h
Cloro residual vV, P 500 Analizar inmediatamente 0.5h
Conductividad v, P 500 Refrigeracion 28 dias
DBO vV, P 1000 Refrigeracion 6h
Analizar tan pronto como sea posible .
DQO v, P 100 o anadir HISC?. hasta pH<2 7 dias
Dureza v, P 100 Refrigeracion 48 h
Fenoles 500 Refrigeracién y afadir H,SQ, hasta pH<2 6 meses
Fluoruros P 300 No requiere preservacion 28 dias
Para disolver fosfatos filtrar inmediata-
Fosfatos Va 100 mente; refrigerar; congetar {-10 °C) 48 h
Grasas y aceites b"gc;rg%i%z 1000 Anadir H,50, hasta pH<2 y refrigerar 28 dias
Para disolyer metales filtrar inmediata- 6 Meses (perovara
Nﬁf‘e.tf.’._-'ﬂes Va, Pa, Vp | --reoee * | mente y anadir HNO, hasta pH<2 en ciertas rri::arlgs}a :
"Nitrdgeno amo- Analizar tan prontc como sea posible o ,
niacal y organico v, P 500 acidular con H,50, hasta pH<2 y refrigerar | 7 dias
Nitratos V,P 100 Acidular con H,50, hasta pH<2 y refrigerar | 48 h
Nitritos v, P 100 Q%ﬂh@g;?g ;(ng(r)lta%)como sea posible Ninguno
%aet,—ﬁgg{;em- V,P | e Refrigeracién 7 dias
Analizar tan pronto como sea pasible
Clor v 500 y refrigerar P 6h
. . Y, envase Analizar de inmediato o fijar el OD
Oxigeno disuelto | pary OD* 300 y luego titular ] Bh
pH VP | e Analizar inmediatamente ‘7 h
Compuestos Adicionar 100 mg de Na,5,0,/mg de .
orgéﬁicos Vs, TFE | -eeomeer cloro residual presente y refrigerar 7 dias
Sulfatos vV, P 500 Refrigeracion 28 dias
] Adicionar 4 gotas de acetato de .
Suifitos v, P 100 zinc 2N/100ml y refrigerar 28 dias
Temperatura BY | - Analizar inmediatamente ceeeee
li 1l mismo dia y refriger.
Turbiedad T R R EL
Solidos v, P 1000 Refrigerar en la oscuridad 7 dias

' €5 un frosco especlal de vidria; con tapon conico y cuello esmerilade, de un volumen determinado, conocido como botelfa DBO
Microbinlogia y apticaciones en los procesas bioldgicos en el tratamiento de aguas. Curso SARH, 1981
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A continuacion se definen tas abreviaturas utilizadas en el cuadro 2:

\') Vidrio

P Plastico (polietileno o equivalente)

Pr  Plasticoresistente al calor, esterilizado y de una capacidac de 120 m!
Ya  Pa Enjuagado conunasolucidon de HNO, 1:1

Vb  Vidrioborosilicato

Vs  Vidrioenjuagado con disolventes organicos

Refrigerar Almacenamientoa 4°C

Refrigeracion Almacenamiento a4 °Cen la oscuridad
TFE Tetrafluoroetileno
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UESTREO

Introduccion

Los resultados de un analisis no pueden ser mejores que la muestr.y de que se dispone,
por esto, hay que poner atencion a la toma de las muestras.

|
La meta principal de esta manipulacion es obtener muestras representativas de la

totalidad del agua que se desea analizar, esto significa, tomar la miestra y conservarla
de manera que los parametros medidos correspondan a los valores promedio del total del
cuerpo de agua que se analiza. Significa también, que hay que elegir el lugar y el tiempo
para la toma de las muestras, de manerd que los resultados reflejen la variacion temporal
y espacial de las caracteristicas del caudal en estudio.

El agua que se va a analizar pue(lje provenir de un lago, de nn pozo, de la red
municipal o de la red de descargas industriales o municipales. En .:ampo, al tomar la
muestra, se evalian de inmediato algunas de sus caracteristicas, entre ellas, apariencia,
olor, color, pH, temperatura y oxigeno disuelto.

El aforo proporciona informacion basica de parametros importantes para la
ingenieria, como velocidad, gastoy flujo.

Principio

El aforo es el gasto aproximado de una corriente. Lo podemos conocer determinando
lavelocidady el area transversal o seccién, en un tramo dado de dicha corriente.

Objetivo

Determinar el gastoy realizar la toma de una muestra de aguas re;iduales. El metodo
utilizado para el aforo es el de seccién-v?locidad. :
|

Equipo utilizado |
: Medidor de pH —= Cronometro
Medidor de oxigeno disuelto | —* Regla de 30 centimetros
Soluciones para calibrar et medidor — Recipientes de plistico, de un galon
(soluciones buffer de pH 4, 7 y 10) de capacidad
—= Termometro —* Frascos de vidrio de boca ancha, de
—" Linterna t litro de capacidad
[ Flexdmetro — Embudos
" Esferas de unicel {de 1 a 2 cm de ™ Probetas de 500 ¢ 1000 ml
diametro) " Cubeta de plastica pequefia

—@
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Lazo o cuerda de plastico (>5m ) Mascarilla
Varilla o palo de madera delgada ( 5 m) Bata
Guantes Franela
Procedimiento

a) MUESTREQ (Obtencion de la muestra simple)

La muestra simple es la que se toma durante el periodo necesario para completar,
cuando menos, un volumen proporcional al caudal de descarga, de manera que éste
resulte representativo del volumen total del caudal, medido en el sitio y en el momento
del muestreo. En campo, al momento de tomar la muestra se miden: temperatura, pHy
oxigeno disuelto y se registran datos como: apariencia, color y olor.

I. Seleccionar visualmente o con ayuda de planos, los sitios de descarga donde se
desea muestrear,

H. Unavez ubicadas las descargas, proceder como se indica:

1. Antes de muestrear, verificar la calibracion de los equipos de medicion de
temperatura, pH y oxigeno disuelto.

2. Enel caso de las muestras de agua de drenaje, amarrar el lazo a la cubetay
arrojarla al interior de la coladera hasta tocar el agua, de manera que
quede aproximadamente en el centro del tubo de descarga. Recolectar la
muestray vaciarla, con ayuda del embudo, en el frasco de 2 litros.

3. Mediry registrar la temperatura, el pH, y el oxigeno disuelto.

Tabla 1. Registro de parametros de campo

| Tempe-
~ratura

Oxigeno -
disuelto | -

' Muestra
(Fecha)

[ - .
‘Apariencia

B) AFORO (medicidn del gasto)

Cabe mencionar que existen diferentes métodos para el calculo del caudal. El
método que se va a utilizar es el de seccion-velocidad, que es uno de los mas sencillos y se
utiliza cuando la distancia entre dos registros esta entre 3 y 5 metros o incluso menos y, et
flujo, la pendientey el tirante son uniformes.

s B
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Calculode la velocidad

1. El punto de aforo es el registro de la toma de muestra y un registro antes del
rmismao.

. Hacer una breve descripcion del registro (condiciones en las que se encuentra).
. Obtener lainformacion del diametro del tubo de desagiie (diametro comercial).
. Medir ladistancia que hay entre los dos registros.

. Arrojar en el primer registro una esfera de unicel y medir el tiempo que tarda en
llegar al siguiente registro (Fig. 1).

6. Repetir la medicion tantas veces como se considere conveniente.

( A

[ &, T - VS

} —
Recorrido

Figura 1. Calculo de la velocidad de flujo

7. Registro de datos.

Tabla 2. Velocidad de flujo
Muestra Distancia ' 1 : Velocidad

{Fecha) [m] ' : 1 [ m/s ]

8. Calcular la velocidad.
V = Distancia recorrida / tiempo de recorrido
Calculo del drea transversal humeda

1. Introducir la varilla seca en el registro de la toma de muestra, a la salida del tubo
en la linea media del registro (introducir la varilla una sola vez). En caso de repetir
la operacion, utilizar una varilla seca.

—ea
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L_ Agua Residual

Figura 2. Medicion del tirante de agua

2. Sacar la varilla y medir la altura de la parte himeda en el extremo de la varilla, lo
que corresponde al tirante del agua. Registrar dicha altura.

3. Registro de datos.

Tabla 3. Area transversal humeda
" Muestra | | o Y=Tirarte | = 8= Angulode Area transversal
{Fecha) 1 1 . fm] _contacto .o [mT]

4, Calcular el area transversal humeda.

_D (e _ sen®
4 1360 2

Donde: e -y
6= 2cos

A= Area transversal hmeda (m?)
D= Diametro del tubo {m)

r= Radio de! tubo (m)

Y=Tirante del agua (m)
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5. Registro de datos

Tabla 4. Gasto del afluente

Velocidad
[m/s]

Muestra
{Fecha) [ mz 1

Q=VxA
Donde:
Q = Gasto {m’/s)
V =Velocidad {(m/s)
A = Area transversal (m?)

6. Calculo de la muestra compuesta. La muestra compuesta es la que resulta de
mezclar varias muestras simples, en forma proporcional al caudal descargado. El
volumen que debe incorporarse, de cada muestra simple, es proporcional al gasto
de dichas muestras.

Tabla 5. Registro de la muestra compuesta

Muestra Hora - Gasto
1 Q
2 Q
3 Q,
n Q

Gasto promedio = Q; = Z,an

1. Hay que definir el volumen de la muestra compuesta que se va a preparar. Se
sugiere un volumen aproximado de 4 litros.

2. Obtener un volumen adecuado de cada una de las muestras y combinarlos en la
proporcién correspondiente, que se calcutaaplicando lasiguiente proporcion:

Volumen de muestra 1, entitros = (Q,/Q;) x volumen de muestra compuesta .
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Cuestionario

1. Investigar y describir: aplicacién, materiales, teoria y procedimientos de célculo
que se utilizan en dos procedimientos alternativos de aforo y gasto de caudales de agua.

2. Explicar las diferencias entre muestra simple y muestra compuesta, asi como:ek
proposito que se pretende al usar unau otra.

3. Investigar el volumen de muestra que se necesita para los analisis de rutina que se
le hacen aunamuestra de agua.

4. Describir y justificar las caracteristicas de los recipientes que se recomiendan
para la toma de muestras de agua destinadas a analisis fisicoquimicos, bacteriologicos,
de oxigeno disuelto, de metalesy de grasasy aceites.

5. Describir la forma en que deben prepararse los recipientes destinados al
muestreo, para los analisis que se enumeran en el punto anterior.

Bibliografia
1.- NOM-AA-003-1980 "aguas residuales- muestreo”.

2.-Sawyer, C.N.; McCarty, P.L., Chemistry for environmental engineering, Mc Graw
Hill, U.S.A., 1978.

3.-APHA- AWWA- WPCF, Standard methods for the examination of water and
wastewater, Port City Press. U,S.A., 1989.

4.-Manrique, J.M., Navarrete M.L., Aforo y muestreo de aguas residuales
industriales, IPN-CNCB, México 1995.
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CONDUCTIVIDAD ESPECIFICA

Introduccion

La conductividad es (a expresion numérica de la capacidad de una soluciéon acuosa
para conducir la corriente electrica. Esta capacidad depende de la presencia de los iones,
de su concentracion, movilidad, valencia y concentracion relativa, asi como de la
temperatura a la que se haga la medicion. La mayor parte de los acidos inorganicos, las

bases y las sales, son buenos conductares, en tanto que los compuestos organicos no
disociables son malos conductores.

Para definir la pureza del agua destilada o desionizada, se acepta como alto grado de
pureza, el agua que tenga una resistencia especifica de 500,000 ohm, es decir una
conductividad, a25 "C, de 2.0 micromhos/cm.

Principio

Cuando se disuelve en agua un acido, una base o una sal, se disocia en iones positivos
y eniones negativos. MA — M +A

Los iones se moveran independientemente dirigiéndose a los electrodos de carga
opuesta, al aplicar un campo eléctrico al sistema. De la concentracion de ta solucion
dependera la cantidad de moléculas disociadas. Cuando la solucion esta muy diluida, casi
latotalidad del acido, base o sal se encuentra en forma de iones.

Unidades de conductividad eléctrica =longitud/ resistenciax longitud

Una unidad usada comunmente para expresar la conductividad es: mho/cm. La
conductividad del agua es generalmente muy pequena por lo que se le expresa en
p mho/cm, que corresponde a una millonésima parte de: mho/cm

En el sistema internacional de unidades el reciproco del ohm es el Siemen y la
conductividad se expresa come miliSiemen/m (mS/m). UnmS/m =10 u mho/cm.

Objetivos

« Determinar la conductividad de una muestra de agua
« Aprender a utilizar los aparatos de medicion de conductividad especifica
Equipo utilizado

Conductimetro
Celda de conductividad especifica
Probeta con profundidad suficiente para introducir la cetda
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Procedimiento

a

b

—

) Conductimetro Qakton

Encender el equipo

Elegir conductividad con la tecla MODE

Presionar CAL para calibrar

Introducir el electrodo ensolucion de referencia (cloruro de potasio KCl10.01 M)
El nivel del liquido debe rebasar el orificio de ventilacion de la celda

Ajustar con las teclas . + al valor de la solucion de referencia (1413 uS/ cm a
25°C)

Presionar ENTER

Presionar MEANS para medicion de sol. problema

Leer en la pantalla et resultado

} Conductimetro Conductronic Modelo Cl8

.- Calibracion
Calibrar solo si se tiene duda de la precision de la lectura
Calibrar con una solucidon estandar de cloruro de potasio KCL 0.01 M
Seleccionar el rango de 1999 1S y medir la conductividad de sol. estandar

Silalecturano esiguala 141315, ajustar el instrumento con el control iS calibrate,
hasta obtener lalectura correcta

.- Medicidn
Si la celda ha estado almacenada durante mucho tiempo, sumérjala 30 min en
agua destilada
Instalar la celda perfectamente limpia, en el conector BNC
Oprimir la tecla 15 0 mSsegun el intervalo que se desee
Sumergir la celda en la solucion problema
El nivel del liquido debe estar 2 cm arriba de los orificios de ventilacion de la celda

Agitar la celda de arriba hacia abajo para desalojar las burbujas de aire que
pudiesen haber quedado atrapadas dentro de la celda de inmersion

Tomar la lectura
Después de cada medicion, retirar la celda y enjuagar con agua destilada
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Cuestionario

1. ;Por qué deben removerse tas burbujas de aire de la muestra antes de hacer la
medicion?

2. La temperatura de la muestra ;afecta su conductividad? ;Como se podria
compraobar?

3. ;Cualesel valor de la conductividad del agua desionizada?

Bibliografia.

1.- Sawyer, C.N.; McCarty, P.L., Chemistry for environmental engineering, Mc Graw
Hill, U.S.A., 1978.

2.- APHA, AWWA  WPCF, Standard methods for examination of water and
wastewater, 17th Edition, APHA, U.S.A. 1989.
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TURBIEDAD

Introduccion

La turbiedad se debe a la presencia de particulas en suspension (arcitla, lodos,
organismos, materia organica, etc). La luz que se hace incidir sobre una solucion que

tiene particulas en suspensidn, no se transmite en linea recta sino que es dispersada y
parcialmente absorbida.

Sibien la turbiedad es una indicacion de la cantidad de solidos en suspension, no hay
una relacion directa entre uno y otro parametro debido a que la turbiedad es afectada
por el numero, tamano, forma y color de las particulas suspendidas. El valor de la
turbiedad se expresa en unidades de turbiedad nefetométricas (UTN).

Principio

El método de referencia para determinar la turbiedad de una muestra de agua
utiliza el turbidimetro de Jackson, sin embargo, como el valor mas bajo de turbiedad
que puede medirse directamente con este instrumento es de 25 unidades y la turbiedad
del agua tratada suele situarse en el intervalo de 0 a 1 unidades, existen otros modelos
de turbidimetro que abarcan este intervalo.

Los turbidimetros comerciales disponibles para la medicion de valores bajos de
turbiedad se basan en la intensidad de la luz dispersada por las particulas en suspension,
en una direccion dada, predominantemente en angulo recto a la luz incidente.

Objetivo
“Determinar la turbiedad en una muestra de agua.
Equipo utilizado

Se presentan dos de los equipos mas utilizados en el laboratorio:
1. Turbidimetro ORBECO.HELLIGE
2. Turbidimetro COLE PARMER

A AR

Procedimiento 2895023

1.- Turbidimetro Orbeco.Hellige

El modelo 966 no necesita calibracion antes de su uso, ya esta calibrado. La
medicion se realiza de la siguiente forma:
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# Quitar el tapon rojo protector del depdsito de la celda, conservar para prevenir la
penetracion de polvo durante el almacenaje.

< Seleccionar el intervalo deseado. Si la turbiedad de la muestra es mayor at
intervalo seleccionado aparecera Fig “1” enel lado izg. de la pantalla.

# Enuna celda limpiay seca, poner ta muestra problema, [lenando hasta el cuello, se
requieren 20 ml minimo de muestra.

# Tapar la celda y limpiar las huellas digitales, evitando dejar pelusa de la toalla de
papel.

#*Sostener el tubo por el tapén y agitar suavemente la celda. No sacudir
vigorosamente para evitar la formacion de burbujas.

#Insertar laceldaenel turbidimetroy colocar la cubierta (tapa negra).

#Presionar el boton de prueba mantener por 5-10 segundos hasta que la lectura sea
estable.

# Registrar la lecturaque aparece enla pantalta .

2.- Turbidimetro Cole Parmer
La operacion de este modelo se realiza como se describe a continuacion:

#“Nunca usar el turbidimetro con estandares congelados o demasiado frios.
< Lavar la celda con alcohol y dejar secar sola o con aire, antes de tomar ta lectura.
#Encender el equipo y dejar calentar por lo menos 30 minutos.

#Seleccionar el intervalo en el equipo (con el boton NTU RANGE) del estandar a
utilizar para calibrar el aparato.

#FInsertar el estandar seleccionado de acuerdo al rango de escala.

# Ajustar con el boton de SET CONTROL al valor que marca el estandar .
#Insertar la muestray colocar la cubierta.

#Leer el valor de la muestraenla pantatla.

Cuestionario

1. Si se tienen dos muestras de agua con la misma concentracion de solidos
suspendidos, pero con diferente tamano de particulas, ;Cual tendria un valor mas alto de
turbiedad: la muestra con particulas mas finas o laque tiene particulas mas gruesas?

2. Desde el punto de vista ambiental, ;Cual es la utilidad o importancia de conocer la
turbiedad de una muestra de agua?

3. Describa otra tecnica que pueda utilizarse para medir la turbiedad del agua.
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SOLIDOS

Introduccion

En la quimica del agua, el término "solidos” se refiere a la materia disuelta o
suspendida en una muestra de agua. Para su determinacion se va a utilizar un método
gravimétrico, excepto para los solidos sedimentables que se determinaran por un método
volumétrico.

Principio

Los solidos totales contenidos en aguas residuales son definidos como: toda la
materia que permanece como residuo, cuando la muestra se somete a evaporacion a 103-
105°C.

Cada categoria de sotidos puede clasificarse con base en la volatilidad de las
sustancias, a 550 =50°C. A esa temperatura, la fraccion organica es oxidada y convertida
agas, en tanto que la fraccion inorganica permanece como cenizas.

Solidos totales: Representan la totalidad del material suspendido y disuelto que
contiene el agua. Se determinan evaporando en un crisol previamente pesado y llevado a
peso constante (103 a 105°C), una muestra de agua. El residuo representa el total de
solidos.

Solidos fijos y volatiles: Son una medida de la cantidad de materia organica presente.
Esta prueba se complementa con una combustion en la que la materia organica es
convertida a biéxido de carbono y agua. La temperatura de oxidacion es controlada para
evitar la descomposicion y volatilizacion de sustancias inorganicas. La pérdida de peso,
referida como "solidos volatiles”, se interpreta en términos de materia organica, el
residuo corresponde a los "solidos fijos” y se asocia con la materia inorgdnica o cenizas.

Solidos sedimentables, el término de solidos sedimentables se aplica a los solidos en
suspension que sedimentan bajo condiciones de reposo, debido a la influencia de la
gravedad. Solamente pueden sedimentar las particulas “gruesas”, con una gravedad
especifica mayor que la del agua.

Objetivo

»*Determinar el contenido de sélidos totales, sedimentables, suspendidos,
disueltos, fijosy volatiles, de una muestra de agua.
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Equipo utilizado

—* Estufaa 103-105°C

" Muflaa 550-600°C

" Cono Imhoff con soporte

L_' Crisol de porcelana

" Crisol gooch

" Desecador

" Probeta de 25 ml

Bomba de vacio con trampa de agua

[ Matraz Kitasato con accesorios para filtracion a vacio

[ Disco de fibrade vidrio para crisol gooch

Procedimiento
a) Solidos (totales, volatilesy fijos)
1.- Solidos totales

Enuncrisol previamente puesto a peso constante, colocar un volumen conocido de la
muestra de agua previamente homogeneizada por agitacion (25 a 50 mL) y ponerla a
evaporar en bano maria, casi hasta sequedad. Introducir el crisol en la estufa a 103°C
hasta la evaporacion total del agua. Retirar el crisol, dejarlo enfriar en un desecador y
pesarlo (hasta obtener peso constante). El incremento de peso corresponde a los solidos
totales. Este crisol con el residuo se utiliza para determinar solidos totales fijos y
volatiles.

2.- Solidos totales fijos y volatiles

Colocar el crisol con el residuo, en la estufa durante 10-15 min. antes de introducirlo
a la mufla, que debe estar a 550°C. Mantenerlo en ta mufla durante 10-15 minutos,
retirarloy dejarlo en la estufa, a que se enfrie antes de pasarlo a un desecador y pesarlo.
Repetir el proceso hasta que el crisol esté a peso constante. La pérdida de peso
corresponde a los sélidos totales volatites y la diferencia a los solidos totales fijos.

b} Sélidos suspendidos {totales, volatiles y fijos)
1. - Preparacion

Colocar, en un crisol gooch, un disco de fibra de vidrio con la superficie rugosa hacia
arriba, cuidando que el disco cubra completamente las perforaciones del crisol. Insertar
el crisol gooch en el aparato de filtracion (Fig. 3), aplicar vacio y lavar el disco con 2-5 mL
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de agua destilada. Mantener el vacio hasta que haya pasado toda el agua. Poner a peso
constante (103-105° C) el crisol gooch asi preparado.

Ala
suCcion de
la bomba
Fig. 3
Algodén o material Equipo para
k estopa desecance ) filtracion al vacio

2.- Sélidos suspendidos totales

Colocar en el aparato de filtracion, el crisol gooch que ya esta a peso constante.
Filtrar a traves de él, un volumen conocido de muestra (25-50 mL}. Posteriormente lavar
el disco tres veces, con 10 mL de agua destilada cada vez. Dejar pasar toda el agua antes
de suspender la aplicacion de vacto. El filtro retuvo tos solidos en suspension por lo que
ahora se debe dejar secar el crisol gooch, manteniéndolo en la estufa a 103 °C durante
una hora. Retirar, dejar enfriar en un desecador y pesarlo, repetir hasta obtener peso
constante. Este crisol gooch con residuo se utiliza para la determinacion de sotidos
suspendidos fijos y volatiles.

3.- Solidos suspendidos fijos y voldtiles

Colocar el crisol gooch con el residuo, en la estufa durante 10-15 min. antes de
introducirlo a la mufla, que debe estar a 550°C. Mantenerlo en la mufla durante 10-15
minutos, retirarlo y dejarlo en la estufa, a que se enfrie, antes de pasarlo a un desecador
y pesarlo. Repetir el proceso hasta que el crisot esté a peso constante. La pérdida de peso
corresponde a los solidos suspendidos volatiles y la diferencia a los solidos suspendidos
fijos.

¢) Solidos sedimentables

Llenar un cono Imhoff (Fig. 4) hasta el aforo de 1 litro, con ta muestra problema
perfectamente mezclada para homogeneizarla. Dejar reposar por 45 minutos. frotar las
paredes del cono con un agitador de vidrio, cuidando de no agitar el {iquido y dejar
reposar durante 15 minutos mas. Tomar nota del volumen de solidos sedimentados en la
parte estrecha del cono. El resultado se expresa en mL de sélidos sedimentables/L de
muestra.
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Fa TN
Soporte de Madera Cono Imheff

(FTIT TS

Fig. 4
Equipo para
I determinacion de
\ / solidos sedimentabtes
Calculos
T _C, -G, x 1000 ST _G, - G, x 1000 SDT = ST - SST
v v
SDV = STV - SSV
_C,-C,x 1000 G, -G, x 1000
STV = y BV =" SDF = STF - SSF
STF = ST - STV SSF = SST - SSv
Donde:
C, = pesodel crisol vacio, mg
C, = pesodel crisol con el residuo secado en estufa, mg
C, = pesodel crisol con el residuo después de la calcinacion en mufla, mg

G, = peso del crisol gooch con el disco vacio, mg

G, = pesodel crisol gooch con el residuo de la filtracion, secado en estufa, mg
G, = peso del crisol gooch ¢/residuo de filtracion después de calcinacion en mufla, mg
ST = sélidos totales, mg/L

STV = solidos totales volatiles, mg/L

STF = solidos totales fijos, mg/L

SST = solidos suspendidos totales, mg/L

SSV = solidos suspendidos volatiles, mg/L

SSF = solidos suspendidos fijos, mg/L

SDT = solidos disueltos totales, mg/L

SDV = solidos disueltos volatiles, mg/L

SDF = solidos disueltos fijos, mg/L
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Cuestionario
1. ;Hay algunarelacion entre la turbiedad y los solidos suspendidos? Explique.

2. ;Qué inconvenientes tiene el uso de agua con alto contenido de sélidos, en la
industria y en el suministro municipal?

3. ;Que relacion existe entre la concentracion de solidos sedimentables y la materia
organica?

Bibliografia

1.- Sawyer, C.N., McCarty, P.L., Chemistry for environmental engineering, Mc Graw
Hill, U.S.A., 1978.

2.- APHA, AWWA, WPCF., Standard methods for examination of water and
wastewater, 17th Edition, APHA, U.S.A., 1989.

3.- Norma Mexicana NMX-AA-034-SCFI1-2001, Andlisis de agua-Determinacion de
" solidos y sales disuelttas en aguas naturales, residuales y residuales tratadas-Método de
prueba.

4.- Norma Mexicana NMX-AA-004-SCFI-2001. Andlisis de agua-Determinacion de
solido sedimentables en aguas naturales, residuales y residuales tratadas-Metodo de
prueba.
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ALCALINIDAD TOTAL

Introduccion

La alcalinidad es una medida de la capacidad que tiene una muestra de agua para
neutralizar los acidos y corresponde a la suma de todas las bases titulables. La alcalinidad
se debe a la presencia de hidroxidos, carbonatos y bicarbonatos disueltos en el agua;
aungue en ocasiones estan presentes ademas bases débiles, como boratos, silicatos,
fosfatos, amoniaco o sales de acidos organicos, estas especies representan un aporte
poco significativo que puede ser ignorado,

Desde el punto de vista de la salud, la alcalinidad no representa un problema ya que a
concentraciones altas, que pudieran ser potencialmente dahinas, cambia notabtemente
el sabor del agua y no se apetece beberla. Desde el punto de vista industrial no es
conveniente el uso de agua cuya alcalinidad sea elevada ya que puede provocar
incrustaciones enlas tuberias y calderas.

En un digestor anaerobio tipico, la alcalinidad del liquido sobrenadante se encuentra
entre 2000y 4000 mg de CaCO,/L.

Principio

Al neutralizar un volumen determinado de una muestra de agua, con un acido de
normalidad conocida, se puede conoce la cantidad de alcali que habia en la muestra
original.

La alcalinidad se determina volumétricamente por titulacion con H,50, y se reporta
en términos de CaCO, mg/L. Para muestras cuyo pH inicial esta por arriba de 8.3, la
titulacion se realiza en dos pasos. En el primero, la titulacion se lleva a cabo hasta que el
pH se encuentra por debajo de 8.3, punto en el cual la fenolftaleina {(indicador) cambia
de color rosa a incoloro. El segundo paso de la titulacion se realiza hasta que el pH sea
menor a 4.5, punto final que corresponde al vire del anaranjado de metilo. Cuando el pH
de la muestra final se encuentra por debajo de 8.3, se realiza una sola titulacion
utilizando como indicador anaranjado de metilo.

La eleccion de un pH de 8.3 como punto final para el primer paso de la titulacion esta
de acuerdo con los fundamentos de alcalimetria. Este valor corresponde al punto de
equivalencia parala conversion del ion carbonato al ion bicarbonato.

2- + -
co, " +H " - HCO,

El uso de un pH proximo a 4.5 punto final para el segundo paso de la titulacion,
corresponde aproximadamente al punto de equivalencia de la conversion del idn
bicarbonato a acido carbénico: .

HCO, + H — HCO,
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En los procesos de tratamiento de agua tiene una influencia decisiva el pH ya que, por
ejemplo, la coagulacion requiere un pH alcalino. Para eliminar la dureza del agua es
necesario calcular, a partir de la alcalinidad, la cantidad de reactivo precipitante que
seranecesario agregar.

Existen diferentes tipos de alcalinidad. Los métodos que se presentan a continuacion
permiten distinguir la alcalinidad debida a hidréxidos y la causada por carbonatos

Objetivo

s Determinar la presencia y, en su caso, la concentracion de iones hidroxido,
carbonato y bicarbonato en una muestra de agua, por titulaciéon con una solucion
valorada de acido.

Equipo utilizado
a) Técnica de microescala

E Pipeta graduadade 2 ml (microbureta)
2 Pipetas graduadas de 5 ml

— Jeringa de 5 ml con un tramo corto de tubo de hule (sin aguja, para usarta como
propipeta)

— 4 Matraces Erlenmeyer de 25 ml

—= Pipeta Beral de 2 ml

—* Vaso de 20 ml

— Piseta con agua destilada

b) Técnica estandarizada

—= Bureta, 25ml

—= Matraz Erlenmeyer, 250 ml
—* Probeta, 50 ml

—= Vaso de precipitados, 100 ml
— Soporte universal

—= Pinzas para bureta

| . Frasco gotero

——e Frascos para reactivo

—= Matraz aforado, 250 ml

—= Matraz aforado, 500 ml
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— Espatula

—= Vidrio de reloj

— Pipeta, 5ml

—* Balanza granataria
— Propipeta

Reactivos

™ Solucion valorada de H,50,0.02 N
indicador de fenolftaleina

—= Indicador de anaranjado de metilo
—= Muestra de agua mineral (libre de gas)
L . Papelindicador de pH

Preparacion de soluciones

Solucion de dcido sulfurico 0.02 N: Tomar 200 mi de la solucidon 0.1 N de H,50, v
dituirla a un litro. Valorar con la solucion 0.02 N de Na,C0O,, mediante el procedimiento
descrito para la titulacion de muestras, considerando como punto final el vire del
indicador a color canela. Para calcular la concentracion se utiliza la siguiente formula:

N, =NV, /V,
Donde:

N, = normalidad del acido sulfurico
N, = normalidad del carbonato de sodio
V, = volumen gastado de acido sulfurico

V, = volumen del carbonato de sodio

Solucion indicadora de fenolftaleina: pesar 1 ¢ de fenolftaleina y disolverlo en 100
ml de etanol + 100 m{ de agua destilada.

Solucion indicadora de anaranjado de metilo: Se disuelven 0.125 g de anaranjado de
metilo en 250 ml de agua destilada.
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Solucion de carbonato de sodio (Na,C0,) 0.02 N: Disolver 1.06 g de Na,C0O, (secado

previamente en estufa a 250°C durante 4 h y enfriado en un desecador ) en agua destilada
y aforaralitro.

Una solucion &cida valorada, 0.02 N, equivale a 1.0 mg de CaCO, /mil.
Procedimiento
a) Técnica de microescala

Se toma la muestra en un recipiente de polietileno. Se va a determinar la alcalinidad
deunamuestra real y, como comparacion, la de una muestra de composicion conocida.

1.- Medir et pHde las muestras, usando papel indicador.

2.- Enjuagar la microbureta con un pequefo volumen de la solucion de acido
sulfUrico. Sostenerla en posicion vertical, sujetandola con unas pinzas y llenarla
hasta el aforode O mL, aspirando el liquido con la jeringa.

3.- Colocar 2 ml de la muestra en un matraz Erlenmeyer de 25 ml y anadir una o dos
gotas de indicador de fenolftaleina

4.- Si aparece una coloracion rosa, titular la muestra anadiendo, gota a gota,
solucion valorada de acido sulfirico. Tomar nota del volumen de acido gastado
para que el color de la solucion vire de rosa a incoloro.

5.- Agregar, sobre la misma muestra, una o dos gotas de indicador de anaranjado de
metilo y continuar la titulacion, es decir, seguir agregando acido, gota a gota,
hasta el vire de color rojo a color canela. Tomar nota del volumen de acido
gastado.

Nota: Si al anadir el indicador de fenolftaleina, la solucion no toma coloracion rosa,
ello indica que la muestra no contiene hidroxidos ni carbonatos. La alcatinidad se debe
soto a la presencia de bicarbonatos, es decir, la alcalinidad a la fenolftaleina tiene un
valor de cero. Debe agregarse entonces el indicador de anaranjado de metilo (la solucidn
tomara color rosa o rojo) y continuar la titulacion como se indico en el parrafo anterior.
Titular cada muestra por triplicado.

B) Técnica estandarizada

A una muestra de 50-100 mL agregarle 2-3 gotas de indicador de anaranjado de
metilo y titular con el H,S0, 0.02 N, hasta el punto de equivalencia, el cual se alcanza al
cambiar el indicador a un color canela caracteristico. Si se desea identificar los iones
responsables de la alcalinidad, se puede titular en dos etapas, como se describe en la
técnica de microescala, es decir, primero al vire de la fenolftaleina y después, sobre la
misma muestra, al vire del anaranjado de metilo.
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Posibles interferencias

La presencia de solidos disueltos puede afectar la actividad de los iones alcalinos que
se desea medir, lo que conduciria a resultados bajos.

Medidas de seguridad

Manejar con cuidado el acido sulflrico concentrado con que se prepara la solucion
valorada que se usa como titulante,

Tratamiento de datos

Los valores encontrados al titular a la fenolftaleina (F) y al anaranjado de metilo
(AM), permiten identificar a los icnes responsables de la alcalinidad de ta muestra.

lones OH OH + CO, co, €O, + HCO, HCO,
Gasto para F X X X X xX=0
Gasto para AM Y=0 Y = Y Y
Gasto Total X+0 X>Y X=Y X<Y Y+ 0

Para calcular la alcalinidad debida a cada ion, tome en cuenta que el vire de la
fenolftaleina corresponde al punto de neutralizacion de los hidroxidos y la mitad de los
carbonatos presentes, en tanto que el vire del anaranjado de metilo corresponde al punto
de neutralizacion de los bicarbonatos y la mitad de los carbonatos presentes en la
muestra original. La alcalinidad total se reporta como mg de CaCO,/L, lo que equivale a

ppm de CaCO,.

Calculos A x N x 50 000

ml de muestra

mg CaCoO, /L =

Enla que:

A= ml de acido gastado
N= Normalidad det acido
50,000= peso equivalente del CaCO,, enmg
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Cuestionario
;Qué significado ambiental tiene un valor alto de alcalinidad a la fenolftaleina?

Relacione el valor de pH encontrado para cada muestra, con su respectivo valor de
alcalinidad total

;Que es una solucion valorada?

Bibliografia

1.- Sawyer, C.N., McCarty, P.L., Chemistry for environmental engineering, Mc Graw
Hill, U.S.A., 1978.

2.- APHA, AWWA, WPCF, Standard methods for examination of water and
wastewater, 17th Edition, APHA, U.S. A, 1989,

~ 3.- Centro Mexicano de Quimica en Microescala.. Universidad-beroamericana. 2000.
Notas del curso Experimentos de Quimica Ambiental, México, 2000.

4.- Norma Mexicana NMX-AA-036-SCFI-2001. Analisis de agua.- Determinacion de
acidez y alcalinidad en aguas naturales, residuales y residuales tratadas-Método de
prueba.
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DUREZA

Introduccion

La dureza es una medida de la capacidad del agua para precipitar el jabon. Se define
como agua dura la que, debido a la presencia de cationes divalentes (principalmente
calcioy magnesio), precipita y no hace espuma con el jabon. En calderasy otros sistemas
intercambiadores de caler, la aguas duras pueden ocasionar problemas graves ya que
forman incrustaciones en el equipo y en las tuberias. Concentraciones elevadas del ion
Na" pueden interferir en la formacién de espuma de jabon, debido al efecto del ion
comun. A esta interferencia se le menciona como “falsa dureza’.

En aguas naturales la dureza del agua revela el tipo de las rocas y los suelos con los
que el agua ha tenido contacto. Las aguas se clasifican en "blandas” cuando la dureza es
inferior a 75 mg de CaCQ,/L; "moderadamente duras” si el valor esta entre 75y 150 mg de
CaCO,/L; "duras”, cuando contienen entre 150 y 300 mg de CaCO,/L y, "muy duras, si
exceden los 300 mg de CaCO,/L.

La dureza se expresa en mg de CaCO,/L debido a que con frecuencia hay una relacion
directaentre la durezay la alcalinidad del agua. Los bicarbonatos y los carbonatos de Ca™
y de Mg representan la dureza carbonatada, a la que se denominaba temporal ya que
"desaparece” al hervir el agua, debido a que se precipita el carbonato de calcio:

Ca? + 2HCO," — CaCO, + H0 + CO,1

La dureza no carbonatada se debe a la presencia de los aniones: sulfato, cloruro y
nitrato. Estos iones no se eliminan por ebullicion por to que se les ha denominado dureza
permanente. Los cationes: Sr*, Fe? y Mn” también contribuyen a la dureza, pero su
efecto es mucho menor que el de los metales anteriormente mencionados.

Principio

El método de EDTA para la determinacion de dureza se basa en la formacion de un
complejo colorido de los cationes divalentes con el acido etilendiamino tetraacético
EDTA, en presencia de negro de eriocromo T como indicador.

Cuando se anade negro de eriocromo T a una muestra de agua que contiene jones
magnesio, el ion Mg” forma un complejo que hace virar el color azul intenso del indicador
a rojo-vino. Al adicionar EDTA, los iones Mg' que estaban asociados con el indicador se
liberan y forman un complejo incoloro, es decir, desaparece el color rojo-vino y
reaparece el color azul del indicador.

La determinacion de la dureza debe hacerse en medio basico (pH 10) ya que el negro
de eriocromo T es un indicador &cido-base, cuyo color es rojo cuando esta en medio
acido, lo que impediria notar el vire del color azul intenso al rojo-vino.

—8
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Si se desea conocer la participacion del ion Mg y del ion Ca™, por separado, se debe
eliminar el i6n calcio, por precipitacion como oxalato de calcio (insoluble), antes de
hacer la titulacion con EDTA.

Si la muestra por analizar contiene materia organica suspendida, este interferente
debe eliminarse, previo al analisis, por digestion con acidos fuertes.

Objetivos

« Asignar a una muestra de agua el caracter de agua blanda o agua dura, de acuerdo a
su capacidad de formar o no formar espuma cuando se le agita con una solucion
jabonosa.

« Medirla dureza de una muestra de agua, por titulacion de los iones calcio y magnesio,
con EDTA.

Equipo utilizado
a) Técnica de microescala

—= Pipeta de 2 ml {microbureta)
—= Soporte para microbureta
——e 2 Pipetas volumétricas de 2 ml
Pipeta Beral de 1 ml
= Pipeta Pasteur con un trocito de filtro de atgodon {miniembudo)
= 4 matraces Erlenmeyer de 106 25 ml
—= Jeringa de 5 ml, con un tramo corto de tubo de hule {propipeta)
—= 2 Vasos de precipitados de 50 ml
| Tubo de ensaye pequefio
— Espatula delgada
Piseta con agua destilada
r- 4 Viales con tapa (0 tubos de ensaye pequenos)

b) Técnica estandarizada

Matraz aforado, 250 ml
s Matraz erlenmeyer, 250 mt
L—- Pipeta serologica, 5 ml

—= Bureta, 25 ml

—= Espatula

B—



£Zn -~

— Probeta 150 ml

—* Vaso de precipitados, 250 ml
—= Frasco parareactivo

—= Soporte

—= Pinzas

—= Embudo

r‘ Vidric dereloj

Reactivos

Solucion estandar de Ca™

—= Solucion estandar de Mg

= Solucion 1x 10? Mde EDTA

—= Solucion amortiguadora de pH=10

—= Indicador de negro de eriocromo T (solido)

— Oxalato de amonio (sélido)

—= Agua destilada

—= Muestra de agua problema. Puede ser agua mineral libre de gas o agua de la llave

—= Solucion dituida de jabon neutro 0.1 % en alcohol comercial

Preparacion de soluciones

Solucion 0.01 Mde EDTA

#Pesar 3.723 g de sal disodica de EDTA dihidratada, disolverlos en agua destilada y
aforara 1000 ml, almacenar la solucion en un recipiente de plastico. Si hay duda acerca
de la calidad del EDTA, estandarizar con una solucion valorada de carbonato de calcio,
1mg/ml.

Solucion estandar deCa™

#Pesar 1 g de CaCQ, anhidro y agregar suficiente solucion 1:1 de HCl hasta la disolucion
completa del solido, agregar 200 mL de agua destilada. Calentar a ebullicion y dejar
hervir durante algunos minutos para expulsar el CQO,. Enfriar, anadir una gotas de rojo
de metilo y ajustar a coloracion anaranjada con solucion diluida de HCl o de NH,OH,
seglin se requiera. Transferir la solucion cuantitativamente a un matraz aforado de
1000 mLy aforar con agua destilada. Esta solucion contiene 1 mg de CaCQ, /mL y debe
prepararse el dia que se va a utilizar. -

#*Solucion amortiguadora (pH= 10)
Disolver 3.38 g de cloruro de amonio en 28.5 mL de hidroxido de amonio concentrado

—a
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Disolver 0.236 g de sal disodica de EDTA dihidratada y 0.156 g de MgS0,+ 7 H,0 (0.128 g de
cloruro de magnesio hexahidratado) en 10 mL de agua destilada. Mezclar las dos
soluciones y aforar con agua destilada a 50 ml. Mantener en el matraz aforade o en un
envase de plastico cerrado para evitar la pérdida de amoniaco o la disolucién de bioxido
de carbono, no mas de un mes.

#*Solucion diluida de jabon neutro 0.1% en alcohol
Disolver un trozo pequeno de jabon neutro en 20 ml de alcohol comercial .

Indicador

En algunas tecnicas se sugiere usar como indicador una pizca de negro de eriocromo
T. Si la determinacion de dureza fuera un analisis de rutina en un laboratorio, to que no
ocurre en este taller, es recomendable disponer del indicador preparado como se indicaa
continuacién: Mezclar 0,5 g de negro de eriocromo T con 4.5 g de clorhidrato de
hidroxilamina y disolver la mezclaen 100 ml de alcohol de 96°.

Procedimiento
I. Técnica de microescala

Técnical. Analisis cualitativo

Antes de hacer la medicion (técnica B), se recomienda hacer un ensayo cualitativo
basado en la capacidad que tiene el agua "blanda” de formar espuma con las soluciones
jabonosas: Disponer de 5 viates y colocar en cada uno, 5 ml aproximadamente de: 1) agua
destilada (testigo); 2) solucion estandar de Ca” {testigo); 3) solucion estandar de mMg™
(testigo); 4) muestra de agua problema; y 5) muestra de agua mineral (sin gas). Agregar a
cada vial, 5 gotas de la solucion jabonosa y agitarlos enérgicamente durante 30 segundos.
Observar la formacion de espuma persistente y medir la altura de ésta, comparando la de
tas muestras con la de tas soluciones testigo.

Las soluciones estandar de calcio y de magnesio contienen el equivalente a 100 mg de
CaC0,/L, esdecir, son aguas "moderadamente duras”.

Técnicall. Analisiscuantitativo

1.- Dureza Total (suma de la dureza de los iones Ca™ y Mg™)

s*Colocar 2 ml de la muestra de agua problema, en un matraz Erlenmeyer de 25 ml.
# Ahadir 2 ml de solucidon amortiguadora y una pizca de negro de eriocromo T.

~Titular con la solucion de EDTA, utilizando la microbureta, hasta que la tonalidad
rojavire a azul intenso. Tomar nota del volumen gastado.




2.-Valoracion de lasolucion de EDTA

Colocar 1 mlde lasoluciénde Ca”® enun matraz Erlenmeyer de 25 ml.

o}

Anadir 2 ml de solucion amortiguadora y una pizca de negro de eriocromo T.

Titular con la solucion de EDTA, utilizando la microbureta, hasta que la tonalidad
rojavire aazul intenso. Tomar nota del volumen gastado.

o}

@

3.- Titulacion delblanco dereactivos

Colocar 2 ml de agua destilada en un matraz de 25 ml.

o}

@

Anadir 2 ml de solucion amortiguadoray una pizca de negro de eriocromo T,

Titular con la solucidn de EDTA, utilizando la microbureta hasta que la tonalidad
rojavire aazulintenso. Tomar nota del volumen gastado.

o}

Hl. Técnica estandarizada

En un matraz Erlenmeyer colocar 25 mL de muestra y diluir a 50 ml con agua
destilada. Agregar 1-2 ml de {a sotucién amortiguadora y una pizca del indicador (sélido)
0, 1 gota de solucion de negro de eriocromo T. A continuacion agregar lentamente el
titulante con agitacion continua, hasta que la tonalidad roja vire a azul intenso.

Tratamiento de datos

A partir de los datos obtenidos al valorar ta solucion de EDTA y considerando que cada
ml de la solucion estandar de carbonato de calcio equivale a 1 mg de CaCO,, determinar la
dureza total en la muestra problema.

Si la dureza encontrada en el blanco de reactivos (agua destilada) es significativa,
restarla del valor calculado parala muestra problema.

Calculos
Valoracion de la solucion titulante de EDTA:

Por ejemplo, si para titular 2 mg de CaCO, se requirieron “x” ml de la solucién
titulante, entonces cada ml. de solucion titulante equivale a:
2 mg CaCoO,

il = mg CaCO,/m! de solucion de EDTA (titulante)
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Dureza de lamuestra:

(A-A,) B x 1000
m| de muestra

mg CaCO,/ L =

A =ml de solucion de EDTA gastados en la titulacion de la muestra
A,=ml de solucion de EDTA gastados en la titulacion del blanco de reactivos
B = mg de CaCO, equivalentes a 1 mL de solucion de EDTA (titulante)

Cuestionario

;Qué problemas puede ocasionar la presencia de dureza en: a) agua potable; b) agua
para usos industriales; c) agua para fines agricclas; d) agua para fines recreativos?

;Por qué la dureza se expresaen CaCO,?

Bibliografia

1.- Sawyer, C.N., McCarty, P.L., Chemistry for environmental engineering, Mc Graw
Hilt, U.S.A., 1978.

2.- APHA, AWWA, WPCF, Standard methods for examination of water and
wastewater, 17th Edition, APHA, U.S.A., 1989.

3.- Centro Mexicano de Quimica en Microescala, Universidad Iberoamericana, Notas
del curso, Experimentos de Quimica Ambiental, México.

4.- Norma Mexicana NMX-AA-072-SCFI-2001, Analisis de agua-Determinacion de
dureza total en aguas naturales, residuales y residuales tratadas.
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CLORUROS

Introduccion

El ion cloruro estd presente en la mayor parte de las aguas de origen natural. Su
concentracion en el agua dulce puede variar, desde apenas trazas (ppb) en las aguas de
deshielo hasta 5 g/L, en algunos lagos; en el agua de mar se encuentran concentraciones
aun mayores. Las aguas de descarga al drenaje municipal contienen cloruros que
proceden de la dieta y son aportados por la orina y las heces humanas, por lo que la
presencia de cloruros en et agua es un indicador de su probable contaminacién con el
drenaje. La concentracion de cloruros tambien es elevada en el agua que ha sido tratada
con exceso de cloro, paradesinfectarla.

A concentraciones bajas, los cloruros no afectan la salud humana, pero el
inconveniente es que a concentraciones superiores a 250 mg/L el agua tiene sabor
"salado”, que es objetable en el agua potable. En la industria el exceso de cloruros puede
ocasionar corrosion en las instalaciones industriales e inhibir el crecimiento de las
plantas. Las altas concentraciones de cloruro en aguas residuales, cuando estas son
utilizadas para el riego en campos agricolas deteriora en forma importante la calidad del
suelo e inhibe el crecimiento de las plantas.

Principio

En la determinacion se utiliza el método argentometrico o de Mohr que es
conveniente, se trata de aguas relativamente claras. En muestras coloridas se debe
utitizar un método potenciométrico.

El método de Mohr se basa en precipitar al ion cloruro bajo la forma de cloruro de
plata, utilizando al i6n cromato como indicador. El cloruro de plata es una sal insoluble
que se forma al agregar nitrato de plata al agua que contiene cloruros en solucion; una
vez que se agota el i6n cloruro, el exceso de ion plata reacciona con el indicador to que da
lugar a la formacion de un precipitado café rojizo, de cromato de plata.

En esta determinacion los iones bromuro, yoduro y cianuro son interferentes y su
concentracion se suma a la del ion cloruro pero, en las cantidades presentes
normalmente en el agua potable, su efecto es poco significativo.

Objetivo

#Determinar la presencia del ion cloruro y medir su concentracion utilizando un
método volumétrico {argentometria).
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Equipo utilizado

a) Tecnica de microescala b) Técnica estandarizada
—= Pipeta graduada, 2 ml (microbureta) —= Matraces Erlenmeyer, 250 ml
—= Soporte para microbureta —= Bureta, 25 ml
—= Pipeta graduada de 5 ml —* Matraz volumeétrico, 250 ml
— Jeringa de 5 ml con un tramo corto - Espatula

de tubo de hule (propipeta) — Pipetaseroldgica, 5 ml
—= 4 Matraces Erlenmeyer, 25 ml — Probeta, 100 ml
— Vaso de precipitados, 20 m! [ Frasco pararesiduos
— Piseta con agua destilada
h- Frasco para residuos

Reactivos

Solucion estandar de cloruro de sodio 0.01 N

Solucion valorada 0.01 N de AgNQ,

—= Indicador de cromato de potasio

—= Agua destilada

— Muestra de agua (se puede utilizar agua mineral, sin gas). Testigo positivo

Preparacion de soluciones

Solucion estandar de cloruro de sodio 0.01N: 1 ml = 585 microgramos de NaCl. Pesar
585 mg de NaCly aforar a un litro con agua destilada.

Solucidn valorada 0.01 N de AgNO,. Pesar 1.70 g de nitrato de plata y aforar a un litro
con agua destilada. Se puede preparar volimenes menores pesando la cantidad
proporcional de AgNO,.

Indicador de cromato de potasio. Disolver 0.5 g de K,CrO, en 10 ml de agua destilada.

Medidas de seguridad

Al contacto con el nitrato de plata aparecen manchas oscuras en la piel. Ef cromato
de potasio es un material peligroso, ya que contiene cromo hexavalente. Los residuos
liquidos de desecho de esta practica son residuos peligrosos por lo que deben colectarse
en el frasco destinado para este fin.
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Procedimiento

a) Técnica de microescala

{. Yaloracion de la solucion de AgNO,

1. Colocar la microbureta en el soporte.

6.
It

1.

. Enjuagar la microbureta con un pequefo volumen de la solucion valorada de

AgNO,. Depositar el "agua de lavado” en el frasco de residuos.

. Llenar la microbureta hasta el aforo, con la solucion valorada de AgNO,, haciendo

uso de la propipeta.

. Colocar 2 mL de la solucion 0.01 N de cloruro de sodio en un matraz Erlenmeyer de

25 mL y afnadir 2 a 3 gotas de indicador de cromato de potasio. La solucion toma un
color amarillo-naranja.

. Agregar gota a gota la solucion valorada de nitrato de plata, con agitacion. La

aparicion de un tinte amarillo rosado indica el final de la titulacion. Hacer la
determinacion por triplicado.

Con los datos obtenidos calcular {a normalidad de (a solucion de AgNO,
Medicidén de la concentracion de cloruros en lamuestra
Filtrar, usando papel filtro, el volumen suficiente de muestra para obtener 10-12

ml de liquido transparente. Si la muestra inicial es transparente, esta cperacion
no es necesaria.

.- Colocar 2 ml de la muestra filtrada en un matraz Erlenmeyer de 25 ml, agregarle 2

o0 3 gotas de indicador y titularla con la solucion valorada de AgNO,. Tumar nota del
volumen gastado. Hacer la determinacion por triplicado.

.-Repetir el experimento usando, en lugar de la muestra problema, el mismo

volumen de agua destilada. El resultado de esta determinacion es el "blanco” de
reactivos. Al calcular la concentracion de cloruros en la muestra de agua deben
restarse los ml gastados en el blanco, de los ml de titulante gastados en la
muestra.

b) Técnica estandarizada

1.

Tomar una muestra de 100 ml o dituir a 100 ml una alicuota apropiada. Las
muestras con pHentre 7 y 10 se pueden titular directamente, en las que el pH se
encuentran fuera de estos limites se debe ajustar la acidez agregando gotas de
solucion diluida de NaOH o de H,50,, segun se necesite.

. Agregar 1ml del indicador de K,CrO,.

3. Titular la muestra con la solucion valorada de nitrato de plata hasta el punto final
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que se reconoce porqgue la solucion toma color amaritlo rojizo. Tomar nota de los
ml consumidos.

4. Tratar de la misma manera un testigo de agua destilada (testigo negativo) y una
muestra de agua mineral (testigo positivo). Tomar nota del gasto de titulante en
cada una.

Posibles interferencias

En soluciones muy alcalinas (pH superior a 8) puede haber precipitacién del ion Ag”
bajo la forma de AgOH. Cuando el pH del agua es muy acido, el i6n cromato se convierte
en dicromato y ya no actlia como indicador.

Cuando la muestra es colorida, se le debe dar un pretratamiento, de la manera que
se describe enla norma oficial.

Calculos

1.- Calcular la normalidad de la solucion de nitrato de plata a partir de la normalidad
de NaCl (0.01N)

Normalidad del titulante AgNO, = Volumen NaCl x Normalidad NaCl

ml de titulante AgNC,

2.- Reste del volumen gastado en la muestra, el volumen gastado en el blanco y
calcule la concentracion del ion cloruro a partir de la normalidad del AgNO, usando la

siguiente formula: y (A-B) x N x 35450
mg Cl'/L =
m| de muestra

Enlaque:

A=mldesolucion de AgNO, gastados en la muestra
B=ml de solucion de AgNO, gastados en et blanco
N=normalidad de solucion de AgNO,

23—
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Cuestionario
1. ;Por que la solucion de nitrato de plata debe almacenarse enun frasco ambar?

2. ;Como se trata una muestra de agua que tiene un pH de 5.3 para ajustar el pH al
intervalo entre 7-10?7

3. Escribala reaccion que ocurre cuando se forma el precipitado café rojizo.

4. Proponga un tratamiento para los residuos generados.

Bibliografia

1.- Sawyer, C.N., McCarty, P.L., Chemistry for environmental engineering,Mc Graw
Hill, U.S.A., 1978.

Z2.- APHA, AWWA, WPCF, Standard methods for examination of water and
wastewater; 17th Edition, APHA U.S.A, 1989.

3.- Centro Mexicano de Quimica en Microescala. Universidad Ibercamericana. 2000.
Notas del curso "Experimentos de Quimica Ambiental”. México

4.- Norma Mexicana NMX-AA-073-SCFI1-2001. Analisis de agua-Determinacion de
cloruros totales en aguas naturales, residuales y residuales tratadas- Metodo de prueba.
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SULFATOS Y SULFUROS

Introduccion

El ion sulfato es uno de los aniones mas abundantes en las aguas naturales. Su
presencia es importante en los abastecimientos publicos de agua debido a su efecto
catartico en los humanos, cuando esta presente en concentraciones altas; es por esta
razon que el limite maximo permitido en el agua potable es de 250 mg/L. La presencia de
sutfatos en los abastecimientos publicos e industriales, es importante debido a la
tendencia de las aguas que los contienen, a formar incrustaciones en calderas e
intercambiadores de calor. Los sulfatos son importantes en el tratamiento de aguas
residuales, porque son directamente responsables de dos problemas: el olor y la
corrosion de las intalaciones hidraulicas destinadas a aguas de desecho, debido a la
reduccion que se presenta en condiciones anaerobias de los sulfatos a acido sutfhidrico, .
La concentracion de sulfatos es elevada en lixiviados de zonas mineras.

Debido a que en presencia de materia organica, algunas bacterias reducen el i6n
sulfato a ion sulfuro, las muestras con altos niveles de contaminacion por materia
organica deben analizarse inmediatamente o mantenerse almacenadasa4°C.

Principio

Los sulfatos presentes en el agua se precipitan como sulfato de bario insoluble. El
precipitado formado puede determinarse por gravimetria o por espectrofotometria, en
ambos casos debe controlarse el pH (4.5 a 5.0) ya que la solubilidad del sulfato de bario
aumenta con la acidez del medio, en tanto que en soluciones con pH proximo a 7
precipitan ademas del sulfato, el carbonatoy el fosfato de bario.

En la técnica gravimétrica se procura que se formen cristales relativamente grandes
que puedan ser retenidos en papel filtro sin ocluir los poros del mismo. Entantoqueen la
técnica fotométrica el proposito es obtener microcristales de tamaio uniforme que se
mantengan en suspension homogénea, de modo que se pueda comparar la turbidez de la
muestra ( absorbancia) con la de una serie de estandares de concentracion conocida.

A continuacion se describe la técnica fotométrica, seleccionada para este curso por
su sencillez y la facilidad de determinar en corto tiempo mayor numero de muestras o
réplicas que las que podrian medirse si se usara con la técnica gravimeétrica.

Objetivo

#|dentificar la presencia de sulfatos y medir su concentracion por un método
fotometrico .

-8
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Material

Agitador magneéticoy barramagnética
Espectrofotometro (420 nm)

Cronémetro

Probetasde 25y 100 ml

Cucharilla medidora (capacidad 0.2a 0.3 ml
3 Matraces Erlenmeyer de 250 ml

Matraces aforados de 100, 250y 1000 ml

Reactivos

Agua destilada
Solucién buffer

Disolver en aproximadamente 125 ml. de agua destilada; 7.5 g de cloruro de
magnesio (MgCl, » 6 H,0), 1.25 g de acetato de sodio (CH,COONa « H,0}, 0.25 g de
nitrato de potasio (KNO,) y 5 ml de acido acético concentrado (CH,COOH, pureza
99 %). En muestras con baja concentracion de sulfatos (menor a 10 mg/L), debe
adicionarse ala solucién buffer una pizca (0.3 g) de suifato de sodio (Na,50,)

Solucion estandar de sulfatos.

Se puede preparar:

a) aforando a 100 ml 10.41 ml de solucion 0.02 N de H,50, o,

b) pesando 0.1479 g de sulfato de sodio anhidro {Na,50,) y aforando a 1000 ml con

agua destilada. Un ml de solucion estandar contiene 100 pg de So,,z', que son 0.1
mg/ml, o bien, 100 mg/L
Clorurode bario solido (BaCl,) microcristalino, 20 a 30 mallas

Procedimiento
1. Coloque 100 ml de muestra (incoloray transparente) en un matraz de 250 ml
2. Introduzcalabarra magnéticay agregue 20 mt de la solucién buffer

3. Conecte el agitador magnético a una vetocidad tal que mantenga homogeneizada
la mezcla sin que ocurran salpicaduras

4. Agregue una “cucharilla” de cristales de cloruro de barjo. Mantenga la agitacion
durante 60 =2 segundos, sinvariar la velocidad.

5. Una vez transcurrido el tiempo de agitacion, lea la absorbancia a 420 nm antes de
que hayan transcurrido > minutos.
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6. Compare la absorbancia con los datos de la curva patrén, obtenidos como se
describe a continuacion.

Curva patron

Someta al mismo procedimiento una serie de diluciones de SOf’ preparadas a partir
de la solucion estandar. Para ello afore a 100 ml: 0, 5, 10, 20 y 40 ml de la solucion
patron; estas diluciones contienen 0, 5, 10, 20y 40 mg de SOf’/L.

Medidas de seguridad

El cloruro de bario, al igual que las dernas g%egs solubl86de bario, es toxico si se le
ingiere. mg de SO, I =

m[ de muestra

Calculos

Si ademas de medir la concentracion de sulfatos, generados por ta reduccion
bacteriotogica de los sulfatos, se puede utilizar la técnica que se describe a continuacion.

SULFUROS

Es frecuente encontrar sulfuros en aguas termales y en descargas municipales con
alto contenido de materia organica. Los sulfuros pueden aparecer como sales de metales
alcalinos o como acido sulfurico (H,S). ELH,S es un gas de olor desagradable y sumamente
toxico, que forma sulfuros insolubles con algunos metales, lo que puede ponerse de
manifiesto como manchas, arenillas e incrustaciones en los depositos y tuberias de agua.
La presencia de sulfuros se puede reconocer por su reaccion con una sal de antimonio
(analisis cualitativo).

Procedimiento

Agregar a una muestra de 200 ml de agua problema, 0.5 ml de sotucion saturada de
tartrato doble de potasio y antimonio y 0.5 ml de de HCl 6N (dilucion 1:1). La solucion
final debe ser alcalina a la fenolftaleina. En presencia de sulfuros se forma sulfuro de
antimonio (5b,S,) de color amarillo. El ion plomo interfiere la reaccion conduciendo a
resuttados falsos negativos.

—@
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Esta prueba permite detectar concentraciones hasta de 0.5 mg/l de sutfuros. Se
pueden obtener resultados semicuantitativos comparando la muestra con una serie de
soluciones de concentracion conocida de sulfuro de sodio.

Cuestionario

1. Investiga bibtiograficamente los posibles problemas la presencia de sulfatos y de
sulfuros en agua destinada al consumo humano y en agua destinada a la recreacién.

2. ldentifica bibliograficamente algunos de los problemas que puede ocasionar la
presencia de estos iones en instalaciones industriales.

3. En tu opinion; ;es peligroso bafarse en aguas termales, como las que hay en
algunas de las pozas consideradas curativas?

Bibliografia

1.- Sawyer, C.N., McCarty, P.L., Chemistry for environmental engineering, Mc Graw
Hill, U.S.A., 1978.

2.- APHA, AWWA, WPCF, Standard methods for examination of water and
wastewater, 17th Edition, APHA, U.S.A., 1989.

3.- Centro Mexicano de Quimica en Microescala. Universidad Iberoamericana, Notas
del curso, Experimentos de Quimica Ambiental, México, 2000.

4.- Norma Mexicana NMX-AA-074--1981. Analisis de agua-Determinacion del ion
sulfato.
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GRASAS Y ACEITES

Introduccion

Et contenido de aceites y grasas en los residuos domésticos y en algunos residuos
industriales es una consideracion importante en la maniputacion y el tratamiento de
estos materiales para su disposicion final. La escasa solubilidad de grasa y aceites en agua
y su tendencia a separarse de la fase acuosa, facilitan su separacion mediante sistemas
de flotacion. Cuando estan presentes en el agua dificultan el transporte de tos residuos
por las tuberias, su destruccion en las unidades de tratamiento bioldgico y su disposicion
en las aguas receptoras.

El contenido de compuestos solubles en disolventes organicos (grasas y aceites) en
las aguas de desecho, es un factor que debe considerarse cuando se disefe un sistema
para el tratamiento de aguas de descarga. Debido a su insolubilidad en agua y a su baja
densidad, las grasas flotan y en los sistemas de tratamiento biologico solo se oxidan
parcialmente. Su presencia puede formar depositos que obstruyen et libre flujo del
liquidoen las tuberias.

El término "aceitesy grasas’ abarca una amplia variedad de sustancias organicas, ya
que incluye todas las sustancias son solubles en hexano o en trictorotrifluoroetano {freon)
e insolubles en agua, entre las que se pueden mencionar: lipidos de origen bioldgico,
hidrocarburos, ésteres, grasas, aceites, ceras y acidos organicos de peso molecutar
etevado.

Los 4cidos grasos estan presentes, generalmente, bajo la forma de jabones insolubles
de calcio o de magnesio, por lo que, para determiarlos las muestras de agua se deben
someter a hidrolisis acida, antes de la extraccion. El manejo de los disolventes
mencionados representa un riesgo para la salud debido a que sus vapores pueden danar
las células hepaticas, por lo que se recomienda trabajar dentro de la campana de
extraccion; el éter etilicotiene elinconveniente de ser facilmente inflamable.

La eleccion del disolvente depende del equipo e instalaciones disponibles que, junto
con la concentracion esperada del analito, determinan la técnica a utilizar:

1.Extraccion en frio (embudo de separacion y disolvente mas pesado que el agua)
cuando la concentracion de grasas y aceites que se espera es relativamente baja.

2.Extraccion continua a reflujo (equipo Soxhlet y disolvente que puede ser mas o
menos pesado que el agua) cuando las grasas y aceites pudieran estar presentes en
concentraciones muy elevadas o en forma de ceras o aceites minerales de alto
peso molecular y por tanto, dificiles de disolver, por ejemplo, aguas que fueron
contaminadas por derrames masivos de petroleo o de desechos industriales.

La presencia de grasas y aceites es objetable en agua destinada al consumo humano y
causa contaminacién visual. En aguas utilizadas para fines recreativos (albercas) se
pueden encontrar cantidades importantes de grasas y aceites, tanto de origen
Como de origen mineral. La medicion de grasas y aceites es un parametro (til que debe
tomarse en consideracion al disefar sistemas de tratamiento de agua.
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Principio

Todos lo métodos para la determinacion de los aceites y las grasas dependen de la
sotubilidad especifica de los materiales grasos en disolventes organicos no polares. El uso
de disclventes de bajo punto de ebullicion permite determinar la masa del material
extraido al eliminar el disotvente. El hexano y el triclorotrifluoroetano (fredn) son los
disolventes de eleccion debido a su alta selectividad aunque el uso del fredn no es
recomendable por su efecto sobre el ozono de la estratosfera. Otros disolventes no
polares, como el cloroformo, disuelven parcialmente los hidrocarburos. Los
hidrocarburaos absorben selectivamente ta radiacion infrarroja, lo que hace que sea facil
su medicion especifica.

En aguas muy contaminadas, la muestra previamente acidulada se filtray el material
retenido en el filtro (grasas solidas y demas materiales insolubles) es secado en estufaa
103 °C, antes de ser sometido a extraccion continua con hexano caliente, durante 4
horas. Para medir {a concentracion de grasas y aceites en muestras de agua que
contienen niveles “normales” de estas sustancias puede ser suficiente la extraccion
simple en frio, usando para ello un embudo de separacion.

En ambas técnicas, extraccion en caliente o en frio, al evaporar el disolvente se
pierden tos compuestos de bajo peso molecular que tienen presion de vapor elevada,
como las gasolinas. En aguas que se pueden considerar “limpias”y cuya apariencia hace
presumir la ausencia de grasasy aceites, no se acostumbra medir este parametro.

Objetivo

# Medir la cantidad de “aceites y grasas” presente en una muestra de agua problema,
por a) la técnica de extraccion en frio o, b) la técnica de extraccion continua, en
caliente.

~Equipo utilizado
a) Extracciénen frio b) Extraccion en caliente.
E 2 Embudos de separacion de 1000 mi E Aparato de extraccion Soxhlet (Figura 3)
2 Anillos de fierro Parrilla electrica
-—= 2 Soportes L-' Embudo Buchner de 11 cm de diametro
—= Probeta de 250 ml B- Pinzas para crisol
— Probeta de 50 ml —= Vidrio de reloj
— Pipetade 1 ml " Matraz Kitasatode 2 L.
L‘_' 2 matraces de fondo redondo de I~ Perlas de vidrio
250 mi, con boca esmerilada 24/40 Bomba de vacio y aditamentos para
[—' Balanza analitica ' filtracion al vacio
F—' Balanza analitica

m-
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F—- Desecador
——= Pinzas paracrisol
—* Rotavapor

Reactivos

a) Extracciénen frio

— Tetracioruro de carbono (CCL,}
o cloroformo (CHCL,)

— Acido clorhidrico (HCl) 1:1

. Na,50, anhidro

___. Papel pH

L Algodon

—= Muestra de agua

—= Perlas de vidrio

— Estufa para secado, mantenida a 103 °C — Estufa para secado, mantenida a 103 °C

[— Desecador

——= Pinzas paracrisol

— Rotavapor

— 2 matraces de fondo redondo de 100 ml,
con boca esmerilada 24/40

b) Extraccionen catiente
[ Hexano
—* HCl concentrado
— Cartuchos de extraccion (de celulosa)
— Papel filtro, Whatman Num. 40 o similar,
de 11 cmde diametro
—= Discos de telade muselina, de 11 cm
de diametro
- Suspension auxiliar de filtracion (10 g de
silice de diatomeas /L de agua destilada)

N

.- Refrigerante

.-Corneta

.- Matraz Fig. 5

- Parrilla Eiéctrica | EQUIPO Soxhtet de
extraccion de grasas

7/  y aceites
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Procedimiento

a) Extraccionen frio

1.

Colocar 2 perlas de vidrio en un matraz de boca esmerilada perfectamente seco.
Pesar el conjunto en la batanza analitica.

. Tomar una muestra de 1 litro en un recipiente marcado para indicar dicho

volumen. Si se va a hacer mas de una determinacion tomar cada muestra por
separado. No utilizar alicuotas.

. Agregar HCl suficiente para que el pH descienda a 2 o0 menos, generalmente es

suficiente con 5 mlde acido.

. Vaciar en cada embudo de separacion, mas o menos la mitad de la muestra y

agregar en el primer embudo, aproximadamente 30 ml del disclvente (cloroformo
o tetracloruro de carbono).

. Agitar vigorosamente el embudo para asegurar el contacto intimo entre la

muestray el disolvente. Dejar reposar para que se separen las capas.

. Recibir la capainferior en el segundo embudo y agitar nuevamente. Dejar reposar

para que se separen tas capas.

. Vaciar el extracto de la capa inferior del segundo embudo en el matraz

previamente pesado, filtrandolo a traves de un cono de papel filtro que contenga
una pequena cantidad (aprox. 1 g) de sulfato de sodio anhidro en polvo.

. Repetir la extraccion agregando al primer embudo 30 m! de cloroformo y proceder

como se indica en los pasos 6 y 7. Filtrar pasar este segundo extracto en el mismo
cono de papel con sulfato de sodio. Recibirlo en el matraz que ya contiene el
primer extracto.9.Evaporar el disolvente en el rotavapor manteniendo la
temperaturadel bano de aguaa menosde 70°C.

10.Una vez eliminado el disoclvente pesar el matraz que ahora contiene las grasas y

aceijtes extraidos.

11.El extracto puede utilizarse para determinar el contenido especifico de

hidrocarburaos.

En muestras que contienen hidrocarburos volatiles, éstos se perderan al calentar el
extracto para eliminar el disolvente. Si se desea conocer su concentracion, los extractos
cloroférmicos deben reunirse en un matraz aforado y completar hasta el aforo, con
cloroforma. Al hacer un barrido de esta solucién, en el infrarrojo(3200 a 2700 cm’') se
cuantifican los HC.

b) Extraccion en caliente

1.

Tomar una muestra de 1 litro de agua en un recipiente marcado para indicar dicho
volumen. Si se va a hacer mas de una determinacion tomar cada muestra por
separado. No utilizar alicuotas.
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2. Agregar HCl suficiente para que el pH descienda a 2 0 menos, generalmente es
suficiente con5 mlde acido.

3. Pesar el matraz del Soxhlet (bola), perfectamente limpio y seco, incluyendo 3-5
perlas de vidrio.

4. Colocar, un circuto de muselina cubriendo el fondo del embudo Buchner.
Sobreponerle un circulo de papel filtro { el fondo debe quedar cubierto sin quetos
filtros sobresalgan sin sobresalir hacia las paredes). Humedecer con agua
destilada presionando con el agitador para extenderlo sin que queden pliegues.

5. Aplicar vacio y hacer pasar 100 ml de la suspension de tierra de diatomeas-silica
gel. Lavar el material filtrante con agua destilada. Mantener el vacio hasta que ya
no se observe la filtracion de agua.

6. Filtrar la totalidad de la muestra acidulada. Mantener el vacio hasta que ya no se
observe la filtracion de agua.

7. Con unas pinzas retire el papel filtro y cologuelo en un vidrio de reloj. Si hay
material adherido al circulo de muselina, con las pinzas cologuelo sobre el papel
filtro. Si en las paredes del embudo Buchner se observan restos de grasa, limpielas
con un trozo pequefo de papel filtro mojado en cloroformo o tetracloruro de
carbono e incorpore estos fragmentos al vidrio de reloj.

8. Introduzca en un cartucho para 5Soxhlet et papel filtro y transfiera
cuantitativamente cualquier material presente en el vidrio dereloj.

9. Seque el cartucho dejandolo en la estufa durante 30 minutos a 103°C. Llene el
cartucho con fibra de vidrio.

10. Introduzca el cartucho en el extractor de Soxhlet. Coloque el volumen necesario
de disolvente (hexano)} en el matraz previamente pesado. Deje funcionar el
aparato durante 4 horas, a una velocidad de 20 ciclos/hora.

11. Evaporar el disolvente en el rotavapor manteniendo la temperatura del bano de

agua por debajo de 70°C.

12. Una vez que se haya evaporado la totalidad del disolvente pesar el matraz que

contiene las grasas y aceites que fueron extraidos.

13. El extracto obtenido puede utilizarse para conocer la concentracion de

hidrocarburos.

En muestras que contienen hidrocarburos volatiles, éstos se perderan al calentar el
extracto para eliminar el disolvente. Si se desea determinarlos, los extractos
cloroformicos deben reunirse en un matraz aforado y el volumen completado con
cloroformo. Con esta muestra se hace un barrido en el infrarrojo, en el intervalo de 3200
a2700cm’, para determinar la concentracion de hidrocarburos.

—
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Determinacion de hidrocarburos

El extracto obtenido en cualquiera de las técnicas descritas anteriormente, puede
utilizarse para conocer la concentracion de hidrocarburos. El extracto contiene tanto los
lipidos de origen organico como los hidrocarburos. Los lipidos organicos, relativamente
polares, son removidos selectivamente de la solucion cuando se te agrega silica gel.

Material

—= Balanza de precision

—= Agitador magnéticoy barra
— Embudo de vidrio

— Rotavapor

Reactivos

Disolvente {tetraclorurc de carbono o cloeroformo)
Silica gel
Papel filtro

El procedimiento consiste en redisolver el extracto en (aproximadamente 100 mL de
cloroformo o tetracloruro de carbono y agregar a la solucién 3 g de silica gel. Agitar
durante 5 minutos en un agitador magnético. Los hidrocarburos estaran disueltos en la
solucién, lo que permite determinartos directamente sometiendo a barrido en el
infrarrojo la solucion sobrenadante, o eliminando por filtracién la silica gel y evaporando
en el rotavapor el liquido transparente. El matraz debe haber sido previamente pesado
para determinar, por diferencia de peso, la masa correspondiente a los hidrocarburos.

Posibles interferencias

Durante la evaporacion se pierden, junto con el hexano, las sustancias de bajo peso
moleculary las que tienen presion de vapor elevada, como las gasolinas.

En aguas muy contaminadas la extraccion en frio puede ser insuficiente por lo que en
esos casos debe recurrirse a la técnica de extraccion en caliente.

100y
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Medidas de seguridad

Al hacer una extraccion en embudo de separacion, el hexano y los demas disolventes
volatiles pueden crear presion en el interior del embudo, lo que hace necesario
"ventearlo”, abriendo la llave después de cada agitacion. Mientras se esta esperando que
las fases se separen, se deben mantener destapados los embudos, al igual que cuando se
esta descargando el liquido. Manejar con cuidado el acido clorhidrico concentrado. El
hexano es un liquido inflamable. En esta técnica el disolvente se recupera por
destilaciony puede ser reutitizado.

Calculos

Relacionar el peso del extracto (residuo "graso”) con el volumen de la muestra de
agua utilizada.

Cuestionario

—

. ;Qué son las grasas y qué son los aceites de origen organico?

[ ]

. ;Cuales son los aceites de origen no organico?

[®8]

. ;Qué son los hidrocarburos?
4, ;Como se contaminan con hidrocarburos {as aguas naturales y las aguas tratadas?

5. ;Qué problemas ambientales se asocian con la presencia de "grasas y aceites” en
las aguas?

6. De los disolventes mencionados jcuales son menos densos (flotan) y cuales son mas
densos que el agua (se van al fondo)?

7. ;Para qué se coloca sulfato de sodio anhidro en el filtro a través del cual se hace
pasar la capa inferior (organica) del embudo de separacion?
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OXIGENO DISUELTO

Introduccion

Todos los organismos vivientes dependen de una u otra forma del oxigeno para
mantener los procesos metabdlicos que producen la energia para el crecimiento y la
reproduccion. Los procesos aerobios son de gran interés debido a su necesidad de oxigeno
libre.

A los ingenieros ambientales les interesan las condiciones atmosféricas relacionadas
con el ser humano pero ademas les incumben tas condiciones atmosféricas de los liquidos
en especial del agua. Todos los gases atmosféricos son, en cierta medida solubles en el
agua. El oxigeno esta catalogado como escasamente soluble y su solubilidad es
directamente proporcional a la presion parcial y a la temperatura del agua.

La solubilidad del oxigeno atmosférico en el agua dulce varia desde 14.6 mg/L a 0°C
hasta 8.4 mg/L a 25 °C, es decir, la solubilidad es menor a temperaturas elevadas,
condiciones en las que es mayor la actividad biolégica. En agua de mar, debido a las altas
concentraciones del i6n cloruro ( 20 g CU /L), la solubilidad del oxigeno disminuye
alrededor de 20%. El factor mas importante que limita la capacidad de purificacion de las
aguas contaminadas es la baja solubilidad del oxigenc y es necesario el tratamiento de los
desechos para remover la materia contaminante antes de descargarlas a las corrientes
receptoras. En los procesos de tratamiento bioldgico aerobio la solubilidad limitada del
oxigeno tiene gran importancia porque determina ta velocidad de absorcion del oxigeno
y, por tanto, el costo de la aireacion.

La determinacion del 0.D. se utiliza para mantener el control de las condiciones
aerobias en las aguas naturales que reciben material contaminante y en los procesos
aerobios de tratamiento que se utilizan para purificar las aguas residuales domésticas e
industriales. Las determinaciones de O.D. son la base del analisis de la demanda
bioguimica de oxigeno, medicion importante para evaluar la magnitud de la
contaminacion de los desechos liquidos de origen domestico e industrial.

Principio

La concentracion de oxigeno disuelto se puede medir directamente con un electrodo
especifico dotado con una membrana permeable a este gas. Aunque esta técnica no esta
aceptada como norma oficial, es (til como control interno de este parametro de calidad
del agua. El método aceptado oficialmente es el método de Winkler, mismo que se
describe en la norma oficial (NMX-AA-012-SCFI-2001).

La muestra de agua debe haber sido colectada el mismo dia en que se va a hacer la
determinacion, para evitar que el oxigeno que esta disuelto disminuya al ser utilizado por
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los microorganismos. Debe procurarse que al colectar el agua, la botella se mantenga
libre de burbujas de aire que podrian interferir en la determinacion. En aguas en que se
presuma la existencia de nitritos, conviene utilizar la técnica modificada con azida,
sustancia que evitadicha interferencia.

La técnica de Winkler consiste en afadir a la muestra de agua, en la misma botella en
que se hizo el muestreo, sulfato manganoso y una solucion de yoduro alcalino, al
disolverse el sulfato manganoso se liberan iones manganeso (Mn*') que reaccionan con los
iones hidroxilo formandose un sélido insoluble blanco.

Mn” +20H A& Mn(DOHJS +fi0, e MnO, + H,0

Precipita Fijacion
blanco oxigeno
El manganeso es oxidado por el oxigeno disuelto, dando lugar a la formacion de oxido
manganico (Mn0,) en el paso denominado fijacion del oxigeno. Al apadir acido sulflrico a
la solucion, los iones yoduro (1) reaccionan con el 6xido de manganeso y son reducidos a
yodo libre. La solucién toma color amarillo o café, dependiendo de la cantidad de yodo
que se formo.

MNO, + 21 + 4H' /&  Mn'+ | + 2H,0

En las reacciones anteriores se observa que por fi molécula de O, disuelto en la
muestra de agua, se libera una molécula de yodo. La titulacién con tiosulfato de sodio
reduce el yodo a ion yoduro. El almidon (indicador) adsorbe el yodo libre (1,), adquiriendo
una tonalidad azul. La coloracion azul desaparece cuando se agota todo el yodo
transformandose en i6n yoduro por reaccion con el tiosulfato.

25,0, +1, & S07+2I

En resumen, por cada molécula de oxigeno que reaccione con el ion manganeso, se
formaran dos moléculas de yodo libre.

Cuando una muestra de agua no contiene oxigeno disuelto, el precipitado que se
forma al alcalinizarla, es de color blanco Mn(OH),; la determinacion se da por terminada
puesto que no hay oxigeno que medir ya que cuando el agua contiene oxigeno, el
precipitado (MnO,) que se forma es de color cafe.

Objetivo
~Medir la concentracion de oxigeno disuelto en una muestra de agua, por titulacion.
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Equipoutilizado

a) Técnicade microescala
4 Frascos Winkler de 60 ml
Se pueden sustituir por frascos con
tapon esmerilado
—= 2 Vasos de 100 ml
. Parrilla
—= 4 Pipetas graduadas de 1ml
—= Pipetade 25 ml
—= 4 Matraces Erlenmeyer de 125 ml
Piseta con agua destilada
Vialesde 7a 10 mL, con tapa
hermética
— Microbureta (pipetade 2 ml
graduada en 0.01)
— Soporte para microebureta

Reactivos

L« Solucidn alcalina de yoduro 0.3 M

. Acido sulfirico concentrado
. Agua saturada con oxigeno (M,)
| Agualibre de oxigeno (M,)

—= Muestra de agua problema (M,)

Preparacion de soluciones

b) Tecnicaestandar
Matraz volumeétrico, 250 ml
Matraz Erlenmeyer, 500 ml
Frasco de Winkler
Bureta, 25 ml
Pipeta volumeétrica, 20 m|
Pipeta serologica 5 ml
Espatula
Probeta, 10 ml
Probeta, 100 ml
Frasco para residuos

— Solucion de cloruro manganoso (MnCl,) o sulfato manganoso (MnSO,} 0.22 M

. Solucion valorada de tiosulfato de sodio 0.002 M
- Almidon en polvo (se puede utilizar solucion indicadora)

#*Solucion de cloruro o sutfato manganose 0.22 M

#Para preparar 100 ml de solucion: disolver 36.4 g de MnSO4 « H,0, ¢ 40 g de
MnSO, « 2H,0 o 48 g de MnSO, * 4H,0 en agua destilada y aforara 100 ml.

#Solucion alcalinade yodurc 0.3 M.

#*Se puede preparar disolviendo 50 g de NaOH 670 g de KOH con 13.5gdeNal 615¢

de Kl en agua destilada, diluira 100 ml.

#Solucion de tiosulfato de sodio 0.025 M: Disolver en agua destilada recién hervida y
fria 6.205 g de Na,5,0, > 5H,0, agregar 0.4 g de NaOH y aforar aun litro.
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Procedimiento
I.-Técnica de microescala
A) Preparacion de las muestras

M (agua saturada con oxigeno). Se colocan aproximadamente 100 ml de agua
destilada en un vaso de precipitados y se le hace burbujear aire lentamente durante 5-
10 minutos.

#M, (agua libre de oxigeno). Se colocan aproximadamente 100 ml de agua destilada
en un vaso de precipitados y se le hace hervir durante 5-10 minutos. Dejarla enfriar
evitando el contacto conel aire.

M, (muestra problema). Colectar la muestra (por duplicado) en un frasco Winkler o
en un frasco esmerilado. El recipiente se llena completamente hasta que se derramey
se tapa inmediatamente; no debe quedar aire en el interior. Fijar la muestra in situ o
llevarlarapidamente al laboratorio para proceder al analisis.

Hacer primero la determinacion de las muestras problema. Fijar (como se menciona
posteriormente) y después hacer la determinacion en las muestras M, y M, .

b) Medicion de la concentracién de oxigeno disuelto
1. Muestras problema. Tecnica oficial, en volumen reducido

#"En el mismo frasco en que se colecto ta muestra, agregar 0.5 ml de la solucién de
sulfato manganosoy 0.5 ml de la solucion de yoduro alcalino. Ambas adiciones se hacen
introduciendo la punta de la pipeta en el liquido.

#*Se coloca el tapon con cuidado para evitar burbujas dentro del frasco. Se agita el
frasco varias veces, por inversion.

s*Se deja que se sedimente el precipitado (aproximadamente 2/3 de la altura del
frasco).

#Se destapa con cuidado el frasco y se le agregan, escurriendo por la pared, 0.5 ml
de acido sulfurico concentrado. Se tapa nuevamente y se agita hasta que el precipitado
se disuelva por completo (hasta aqui se considera que se ha fijado el oxigeno).

#*Se dejareposar 5 minutos y se toma, con pipeta, un volumen (alicuota) de 25 ml. Se
titula con la solucion de tiosulfato de sodio hasta un color amarillo paja.

#Se adictona, conla punta de la espatula, una pizca de almidén en polvo. La solucion
toma un color azul intenso. Se continva la titulacion hasta la desaparicion del color
azul, tomando nota de los ml de tiosulfato de sodio gastados en total.

#Se hace un duplicado con otra alicuota de 25 ml.
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2. Muestras de concentracion conocida (M, yM,). Tecnica de microescala

#Enjuagar un vial, usando una pequena cantidad de muestra. Llenarlo
completamente, hasta el borde evitando en lo posible la transferencia de
oxigeno del aire.

»*Anadir, introduciendo la punta de la pipeta {o de la aguja) en el liquido, 0.2 ml de
ta solucion de sulfato de manganeso y 0.2 mt de la solucion de yoduro alcalino.

 Tapar inmediatamente y mezclar el contenido invirtiendo repetidamente el vial.
Se observa la formacion de un precipitado.

#Anadir, con cuidado, 0.2 ml de acido sulfurico concentrado. Tapar y mezclar por
inversion. El precipitado debe disclverse, de no ser asi afada una o dos gotas mas
de acido.

#Vaciar la mezcla de reaccion en un matraz Ertenmeyer de 50 ml. Si el color de la
solucion es amarillo intenso, adicionar gota a gota, solucion de tiosulfato hasta
que tome el color amarillo palido requerido para agregar el almidon.

sSAgregar una pizca (la punta de una espatula) de almidon solido (indicador) para
que se forme el complejo de color azul oscuro y, seguir agregando solucion de
tiosulfato, gota a gota, hasta la primera desaparicion det color azul. Tomar nota
del volumen gastado. Hacer la determinacion por duplicado.

#Proceder de igual manera con todas las muestras.
#*Determinar el volumen del vial.

/. Tecnicaestandar

#Tomar la muestra en un frasco Winkler (300 ml) , llenar totalmente hasta que se
derrame.

s Agregar a la muestra, en el mismo frasco de Winkler en que se recolectd, 2 ml de
sulfate manganoso y 2 mt de alcali-yoduro-alcalino, haciende ambas adiciones
abajo de la superficie del liquido. Colocar el tapon evitando la formacion de
burbujas, y mezclar varias veces por inversion y dejar sedimentar et precipitado
formado, hasta aproximadamente 2 tercios de altura del frasco.

#Destapar cuidadosamente el frasco y agregar en seguida, 2 ml de H,SO,
concentrado, dejando que el acido escurra por el cuello del frasco, volver a tapary
mezclar, por inversion, hasta disolucion completa. Hasta este paso se considera
que se ha fijado el oxigeno.

+Tomar un volumen de 100 m! de {a muestra con el oxigeno fijado vy titular con el
tiosulfato hasta un color paja palido, agregar una pizca de almidon en polvo y
continuar la titulacion hasta la primera desaparicion del color azul.
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Posibles interferencias

Los resultados que se obtienen con la reaccion de Winkler estan sujetos a diversas
interferencias, por lo que solo son confiables en muestras de agua relativamente puras.
Por ejemplo, ciertos agentes oxidantes, como los nitritos y el Fe™, pueden oxidar el ion
yoduro a yodo, lo que conduce a valores altos de 0.D.; agentes reductores como el Fe*,
los sulfitos y los sulfuros, conducen a resultados bajos de O.D.

La concentracion de ta solucion valorada de tiosulfato de sodio se modifica por la
actividad bacteriana y por la captura de bioxido de carbono del aire. Para evitar estos
problemas se le agregan 0.4 g de NaOH por litro, al prepararta.

Medidas de seguridad

Los desechos contienen materiales potencialmente téxicos, pero dada su baja
concentracion se pueden descargar directamente en el drenaje.

Calculos

0.D. L - 8x N x 8000
mg/ 5

a=ml de tiosulfato gastados
N=normalidad del tiosulfato de sodio
b= ml de muestra

Corregir los resultados restando de las muestras M, y M, el volumen de tiosulfato de
sodio gastado en la muestra M, (blanco de reactivos).

Cuestionario
;Qué factores afectan la solubilidad det oxigeno en el agua?

;Cual eslaconcentracion de 0.D. a25°C en el agua saturada con oxigeno en la Cd. de
México. Presion atmosférica 586 mm Hg?

;Qué nos indica la formacion de un precipitado blanco en lugar del precipitado café
caracteristico?

;Por qué es necesario hacer la medicion de O.D. lo mas pronto posible después de
haberse colectado la muestra? De no hacerse asi, ;se esperaran valores altos o valores
bajos enrelacion con el vator real?
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HIERRO

Introduccion

El hierro, al igual que el manganeso, representa un problema en los sistemas de
abastecimiento publico de agua. Aunque estos elementos no provocan dafos a la salud,
son objetables en el agua ya que el agua contaminada aparece turbia y tiene un sabor
caracteristico. La presencia de sales de hierro mancha las tuberias y ocasiona
dificultades en los sistemas de conduccion debido a que favorece el crecimiento de
bacterias ferruginosas. El agua que se destina al abastecimiento publico no debe
contener mas de 0.3 mg de hierro /L.

En ta naturaleza, las especies consideradas importantes desde el punto de vista
ambiental son el hierro ferroso Fe™" y el hierro férrico Fe”, que pueden encontrarse tanto
en forma organica como inorganica. El hierro organico forma parte de compuestos
organometalicos, complejos himicos y se presenta bajo la formade particulas coloidales

Elion ferroso (Fe*') es soluble y se encuentra en ambientes anaerobios, por ejemplo,
cuerpos de agua en gue no hay oxigeno disuetto. Suorigen son las aguas superficiales o las
minas. El hierro ferroso se oxida a hierro férrico al exponerse al oxigeno del aire o a
sustancias oxidantes, y esa especie quimica reacciona con el agua formando hidréoxido
férrico, insoluble.

Elion férrico (Fe™) es insoluble en el agua, a menos que el pH sea fuertemente acido o
que haya iones capaces de formar complejos metalicos.

Principio

El método de la fenantrolina se basa en convertir todo el hierro presente a la forma
soluble Fe”. Para reducir el ion férrico, la muestra de agua se trata con hidroxilamina en
medio acido. El ion ferroso originalmente presente, mas el que se obtuvo por reduccion
del ion férrico, se hacen reaccionar con 1,10-fenantrolina para formar un complejo
colorido que se puede determinar en el espectrofotometro.

El tratamiento con hidroxilamina es necesario ya que las muestras de agua que se
analizan, usualmente han estado expuestas a la atmosfera y, en consecuencia, puede
haberse oxidado el Fe{ll) a Fe (lll), con la consecuente precipitacion de hidréxido ferrico.
Antes del tratamiento, hay que asegurarse de que todo el hierro este en forma soluble,
para lo cual se acidula la muestracon acido clorhidrico:

Fe(OH),+3H — Fe’+3H,0
La 1,10 fenantrolina es especifica para medir Fe(ll). Todo el hierro en forma de Fe(ill)

debe ser reducido a la condicién ferrosa, para lo cual se usa hidroxitamina como agente
reductor. La reaccion puede representarse como se muestra:

4Fe* +2NH,0H  — 4Fe” +N,0+4H +H,0
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Lareaccion del Fe™ con la 1,10-fenantrolina forma un complejo de color rojo-naranja
en gue hay 3 moléculas de fenantrolina/atomo de Fe®. La intensidad de la cotoracién
obedece a la ley de Beer y puede medirse en un fotometro. En presencia de un exceso de
fenantrolina, el color se desarrolla rapidamente a un intervalode pHentre 2.9y 3.5,

YiFe” +1,10-fenantrolina ~ —  Tris (1,10-fenantrolina) hierro {I1)
Objetivo

#Medir la concentracion de hierro en una muestra de agua residual

Material

—= Espectrofometro Spectronic 20
—= Matraces aforados de 100 ml
- Pipeta volumétricade2 ml

—= Pipetasde2 6 5mi

— Pipetas de 10 ml

—= Probeta de 100 mi

. Matraces Erlenmeyer de 250 ml
-« Piseta

= Espatula

——= Matraz aforado de 250 ml

—= Perlas de vidrio

—= Frascos parareactivo

Reactivos

—= Agua destilada (libre de hierro)

Acido clorhidrico concentrado

= Solucion de hidroxilamina

—= Solucion amortiguadora de acetato de amonio
— Solucion de fenantrolina

™ Solucion patron de hierro




sesion 8 E hierro

Preparacion de soluciones

#Sotucion de hidroxilamina: Disolver 10 g de clorohidrato de hidroxitamina en 100 mil
de agua destilada.

#Solucion amortiguadora de acetato de amonio: Disolver 12.5 g de CH,COONH, en
7.5 ml de agua destilada, anadir 35 ml de acido acético glacial.

#*Solucion de fenantrolina: Disolver 100 mg de monohidrato de 1,10-fenantrolina en
100 ml de agua destilada acidulada con dos gotas de HCl conc. Si la solucion se
oscurece, descartaria.

#Solucion madre de hierro: Afadir lentamente 10 ml de H,SO, concentrado a 25 ml

" de agua destilada y disolver en ella 0.701 g de Fe(NH,), SO,.6H,0. Anadir gota a
gota, solucion 0.1 N de KMnO, hasta que persista un color rosa tenue. Diluir a 500
mlcon agua destilada. Un ml de esta solucion equivale a 200 ng de Fe.

#Solucion patron de hierro: Esta sotucion debe prepararse el mismo dia que se va a
usar. Tomar con una pipeta 1.25 mt de la solucion madre y colocarlos en un matraz
volumeétrico de 250 ml, aforar con agua destilada. Un mil de esta solucion equivate
almgdeFe.

#Solucioén diluida de KMnO, ( se requieren 2 ¢ 3 gotas }: Disotver un cristal en un
poco de agua destilada.

Metodo experimental
1.- Preparacionde ta curva de calibracién

a) Colocar en matraces volumétricos de 100 ml, previamente etiquetados, 2, 4, 6, 8,
y 10 ml de la solucion patron de hierro, respectivamente. Preparar un blanco con
10 ml de agua destilada.

b) Ahadir a cada matraz, incluido el blanco, 1 mi de la solucién de hidroxilamina y 1
ml de la sotucion amortiguadora de acetato de amonio. Diluir con agua destilada
hasta 75 ml aproximadamente, anadir 10 ml de fenantrolina, aforar con agua
destilada, mezclar y dejar reposar 10 minutos.

¢} Medir la absorbancia de cada solucién a 510 nm, ajustando previamente a 100% de
trasmitancia (cero de absorbancia) con el blanco.

d) Construir una curva de calibracion (abs. vs mg de Fe). Ajustar la curva por minimos
cuadrados.

2.- Determinacién de hierro total
a) Agitar vigorosamente la muestra para homogeneizarla y medir en ta probeta una

alicuota de 50 ml. Vaciarlos a un matraz Ertenmeyer.

b) Agregar 2 ml de HCl conc. y 1 ml de hidroxilamina. Ahadir atgunas perlas de vidrio
para regular la ebullicion y calentar hasta ebuilicion. Mantener la ebullicidn hasta
que el volumen de la muestra se haya reducidoa 156 20 ml.
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c) Dejar enfriar a temperatura ambiente y transferir cuantitativamente el residuo
liquido a un matraz volumétrico de 50 m!l. Enjuagar el matraz Erlenmeyer con26 3
ml de agua destilada y vaciarlos al mismo matraz volumétrico.

d) Agregar 10 ml de solucion amortiguadora y 4 ml de fenantrolina, aforar con agua
destilada. Mezclar vigorosamente y dejar reposar 10 minutos para que se
desarrolle el color.

e) Leer la absorbancia de la muestra a 510 nm, ajustando previamente a 100% de
trasmitancia con el blanco de reactivos.

Calculos

Interpolar la lectura de la muestra en la curva de calibracion. Para calcular la
concentracion por litro, considerar el volumen de la alicuota que se utilizd.

Cuestionario

1.- ;Para que se agita vigorosamente la muestra, antes de tomar la alicuota que se va
a analizar?

2.- ;Bajo qué formas quimicas se puede encontrar el hierro en las aguas de desecho?

3.-;Qué problemas puede ocasionar la presencia de hierro en el agua: a) potable, b)
de riego, c) en una industria farmacéutica?

Bibliografia

1.- Sawyer, C.N., McCarty, P.L., Chemistry for environmental engineering, Mc Graw
Hill. U.S.A., 1978,

2.- APHA, AWWA, WPCF, Standard methods for examination of water and
wastewater, 17th Edition, APHA, U.S.A., 1989.
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CROMO HEXAVALENTE
Principio

El cromo existe en el ambiente principalmente en forma de cromato. La forma
trivalente es hidrolizada compltetamente en {as aguas naturales y el cromo precipita
como hidroxido de cromo, muy poco soluble en agua. Ademas, no hay evidencias de que
la forma trivalente sea danina para la salud humana.

El envenenamiento por cromo causa desordenes en la piel y dafo hepatico. Existen
algunas evidencias de que el cromo es oncogénico. El nivel maximo permisible en aguas
potableses de 0.05mg/L.

El cromo se usa ampliamente en la industria para hacer aleaciones, refractarios,
catalizadores, oxido cromico y sales. El oxido de cromo se usa para producir acido
cromico en la industria de la plata. Las sales de cromo son utilizadas en {a fabricacion de
pinturasy paraobtener "soluciones limpiadoras” que se utilizan en los laboratorios.

Para determinar la concentracion de cromo hexavalente en agua natural o tratada se
utitiza un método colorimétrico.

El cromo hexavalente se determina por absorcion a 540 nm, una vez que se le ha
hecho reaccionar con difenilcarbazida. Esta reaccion es especifica y altamente sensible.
La difenilcarbazida reacciona, en solucion acida, con las sales de molibdeno hexavalente
y de mercurio formando un color rojo-violeta, de composicion desconocida.

Si se desea determinar cromo total, la muestra debe digerirse previamente con
permanganato de potasio disuelto en unamezcla de acido sulfurico-acido nitrico.

Objetivo

#Determinar el contenido de cromo hexavalente en una muestra de agua residual.

Equipo utilizado.
—= Espectrofotometro Spectronic 20 Pipeta volumétrica, 1 mt
—a Equipo de filtracion por Espatula
membrana (deseable) Frascos para residuos
—= Matraz aforado, 100 ml Membrana de 0.45 micras (deseable)

—= Matraz aforado, 250 ml
— Pipeta serologica, 10 ml
—= Pipeta volumétrica, 10mt
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Reactivos

~-= Solucién madre de cromo: Disolver en agua bidestilada 141.4 mg de dicromato de
potasio anhidro y diluir a 100 ml. Un ml de esta solucion equivale a 500 mg de cromo
hexavalente

—= Solucion patron de cromo: Diluir con agua 1 ml de la solucion madre de cromo a 100
ml. 1 ml de esta solucion equivale a 5 mg de cromo hexavalente

| . Acido sulfirico 0.2N
—« Acido fosforico al 85%
—= Acetona

—= Solucion de difenilcarbazida: Disolver 250 mg de 1,5- difenilcarbazida y aforar a 50
ml, con acetona. Almacenar en frasco color ambar y desechar la solucion cuando
haya perdido su color amarillo claro

Procedimiento
1.- Preparacionde lamuestra

#Se recomienda que el analisis de las muestras se haga lo mas pronto posible, La
muestra debe estar lo mas transparente posible, por lo que antes de iniciar la
técnica analitica, si tiene particulas en suspension, se le debe filtrar a través de
una membrana de 0.45 micras.

2.- Preparacién de la curva de calibracién

#Colocar en matraces aforados de 100 ml, volumenes crecientes de la solucién
patron de cromo (0, 2, 5, 10, 15 y 20 ml}, que corresponde a un intervalo de
10-100 ug Cr'®. Aforar con agua destilada.

#Afadir a cada matraz 2 ml de la sotucion de difenilcarbazida, mezclar y dejar
reposar 10 minutos para que se desarrolle totalmente el color.

#Medir la absorbancia a 540 nm. Corregir las lecturas de absorbancia de los
patrones, restando la absorbancia del testigo de agua destilada.

#Construir la curva de calibracion graficando absorbancia contra ug de Cr*.

3.- Analisis de lamuestra problema

#Filtrar la muestra de agua, si se requiere. Colocar una alicuota que contenga entre
10 y 100 mg de cromo, generalmente se requieren 100 ml de la muestra , en un
matraz aforado de 100 ml.

sAjustarelpHa 1conH,S0, 0.2N.
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o Anadir 2 ml de la solucion de difenilcarbazida, mezctar y dejar reposar 10 minutos
para que se desarrolle completamente el color.

o Medir la absorbancia, igual que se hizo con los estandares para la curva de
calibracion. Corregir la lectura restando la absorbancia del testigo de agua
destilada.

e Interpolar en la curva de calibracion, el valor de absorbancia (corregido) de la
muestra problema.

Calculos

mg/LdeCr® = (A/V)
Donde:
A=ugdeCr*leidosenlacurva

V =volumen de lamuestra, ml

Bibliografia

1.- Sawyer, C.N., McCarty, P.L., Chemistry for environmental engineerin,. Mc Graw
Hill, U.S.A., 1978.

2.- APHA, AWWA, WPCF, Standard methods for examination of water and
wastewater, 17th Edition, APHA, U.S. A, 1989.

3.- Norma Mexicana NMX-AA-044-SCFI-2001. Analisis de agua-Determinacion de
cromo hexavalente en aguas naturales, residuales y residuales tratadas- Método de
prueba.
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SUSTANCIAS ACTIVAS AL AZUL DE METILENO

Introduccion

Los detergentes son contaminantes habituales, tanto en las aguas de descarga
domeéstica como en las de origen industrial. Los detergentes sintéticos son derivados del
acido bencensulfonico, por lo que son resistentes a la biodegradacion, debido a que su
molécula contiene anillos aromaticos. Los fabricantes han buscado resolver este
problema a traves del disefio de nuevas formulaciones de detergentes. En esos
detergentes biodegradables, la fraccion hidrofébica de la molécula esta constituida por
cadenas lineales, no ramificadas niaromaticas.

La molécuta de los detergentes contiene un grupo hidrofilico soluble en agua y uno
hidrofobico, soluble en grasas; la existencia de esos grupos funcionales hace que los
restos de detergente se acumulen en las interfases: agua-aire, agua-particulas, agua-
liquidos inmiscibles, lo que determina la formacion de espuma, emulsiones y
suspensiones de particulas finas. Los detergentes pueden ser anionicos (la fraccion
organica tiene carga negativa), cationicos {la fraccion organica tiene carga positiva) o
neutros {(no disociables).

Los detergentes anionicos son la fraccion mayoritaria de las sustancias activas al azut
de metiteno, aunque también dan reaccion positiva los sulfonatos, sulfatos, carboxilatos
y fenoles organicos, asi como las sales inorganicas: tiocianatos, cianatos, nitratos y
cloruros.

Principio

El azul de metileno es un colorante cationico soluble en agua que, en contacto con la
molécula de un detergente anionico, forma un par ionico soluble en disolventes no
polares, como el cloroformo. La concentraciéon de las sustancias activas al azul de
metileno es proporcional a la intensidad de la coloraciéon azut presente en la fase
cloroférmica.

Como estandar se utiliza el alquil bencen sulfonato ABS (Linear Alkylbenzene
Sulfonate, LAS por sus siglas en inglés), que esun mezcta de 26 isdbmeros y homologos que
corresponden a la formula [R' C,H,50,]-Na’, en la que R es un grupo alquil secundario con
una longitud entre 10y 12 atomos de carbono.

Los jabones no son sustancias activas al azul de metileno. Son sales de sodio de acidos
grasos, pero su caracter ionizable es tan debil que no forman pares idnicos con el azul de
metiteno. Lo que significa que no son sustancias activas al azul de metileno.

El método de mediciéon comprende 3 extracciones sucesivas con cloroformo (CHCL,),
de la muestra problema a la que se le ha adicionado azul de metileno en exceso. Los
extractos cloroformicos se lavan dos veces con una solucidn buffer antes de determinar la
intensidad del color azul, midiéndola por absorbanciaa 652 nm.

—H
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El metodo es valido para concentraciones de SAAM menores que 0.025 mg/L
Objetivo

~Determinar la presencia de sustancias activas al azul de metileno SAAM y medir su
concentracion por un método colorimétrico.

Equipo utilizado

— 3 Embudos de separacion —= Pipeta, 5ml

—= 3 Anillos de fierro —* Pipeta, 10 ml

—= 3 Soportes E EspectrofotUmetro

— Matraz volumétrico, 250 m| Matraz Erlenmeyer, 250 ml
— Embudos

~— Probeta, 100 ml ™ Vasos de precipitados, 100 ml

" Probeta, 50 ml

—= 5 Matraces volumeétricos, 100 ml

Frascos para residuos

Reactivos

—= Solucion estandar de detergente 0.1 mg/ml
— Solucion diluida de carbonato o hidroxido de sodio (1 N)
— Indicador de fenolftaleina

—= Cloroformo

—= Reactivo de azulde metileno

— Agua destilada

— Acido sulfdrico

— Fosfato diacido de sodio

—* Muestra de agua problema

= Fosfato monosodico de sodio

—  Fibrade vidrio

Preparacion de reactivos

1) Solucion madre de sulfonato de alquil benceno lineal (LAS): Pesar 0.10 g de LAS.
Disolverlos en agua destiladay aforar a 100 ml. 1 ml = 1.0 mg de LAS. Conservar en
refrigeracion.
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2} Solucion patron LAS: Tomar 1 ml de la solucion madre (sol. 1} y aforar a 100 ml.
1.0ml=10.0 pg de LAS (preparar diariamente).

3) Reactivo de azul de metileno. Disolver 100 mg de azul de metileno en 100 ml de
agua destilada. Transferir 30 ml de la solucion a un matraz aforado de 1000 mt,
anadir 500 mi de agua destilada, 41 ml de H,SO, 6 N (1+5) y 50 g de fosfato
monosadico monohidratado (NaH,PO, « H,0) y aforar a1 L con agua destilada.

4) Solucion de lavado. Anadir 41 ml de H,S0, 6N a 500 ml de agua en un matraz de 1
litro, agregar 50 g de NaH,PO, . H,0 HZOy agitar hasta gque se disuelva. Aforar aun
litro.

5) Hidroxido de sodio 1N. Pesar 1 gde NaOH y disolver en 25 ml agua destilada.
6) Acido sulfrico 1 N. Diluir2.8 mlde H,So, en 100 ml de agua.

7) Acido sullfarico 6 N. (1+5). Tener cuidado al preparar este reactivo.

8) Detergente estran: Para el lavado del material .

NOTA: Todo el material de vidrio se debe lavar con el detergente estran y con agua
destilada. Todo el material de vidrio debe estar perfectamente seco.

El cloroformo utilizadeo en la prdctica no se desecha, se almacena para su
recuperacion por destilacion.

Procedimiento

1. Seleccionar un volumen de muestra base en la concentracion de SAAM estimada y
colocar enun embudo de separacion de 500 ml:

~Volumen
de muestra

' Concentracion
esperada de SAAM

0.025-0.080 400
0.08-0.40 250
0.4-2.0 100

Si espera una concentracion mas elevada diluya previamente la muestra con agua
destilada.

2. Colocar los anillos en los soportes y montar dos embudos de separacion por cada
muestra, vaciar la muestra en el primer embudo.

3. Ahadir unas gotas de fenoftaleina unas gotas de NaOH hasta coloracion rosa
palido. Agregar H,S0, justo hasta la desaparicion del color.

4. Poner en el embudo con la muestra , 10 ml de cloroformo y 25 ml de ta solucion de
azul de metileno.
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. Agitar con un movimiento rotatorio y enérgico durante 30 segundos y dejar reposar

para que se separen las capas. El exceso de agitacion puede dar lugar a la
formacion de emulsiones que pueden romperse, calentando ligeramente.

. Poner en el segundo embudo 50 ml de sotucion de lavado.

7. Pasar la fase cloroférmica (capa inferior) del primero al segundo embudo.

10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

. Repetir la extraccion dos veces mas, usando 10 ml de cloroformo en cada una. Si

desaparece el color azul de la fase acuosa descarte y repita el experimento usando
una muestra de menor volumen.

. Reunir estos extractos con el que ya se encuentra en el segundo embudo, agite

vigorosamente por 30 segundos (en este paso ya no se forman emulsiones).

Dejar reposar y filtrar la capa de cloroformo a través de un embudo con una
pequena porcion de fibra de vidrio a un matraz volumétrico de 100 ml; el filtrado
debe ser transparente.

Extraer dos veces, con 10 mi de cloroformo cada una, la solucion de lavado y relina
estos extractos en el matraz aforado de 100 ml, aforar con cloroformo y mezclar
bien.

Medir la absorbancia a 652 nm, usando cloroformo como blanco.

Curva de calibracion: Preparar una serie de 5 matraces volumétricos de 100 ml.
Agregar a cada uno, respectivamente, 0, 5, 10, 15y 20 mi de la solucién patrén de
LAS. Aforara 100 ml, con agua destilada.

Tratar cada una de las diluciones del estandar de la manera descrita para la
muestra.

El blanco de reactivos, que es la muestra que no contiene detergente, se utiliza
para ajustar el espectrofotometro, a 0 absorbancia. Construir, con los datos
obtenidos, la curva de calibracion.

Al terminar su determinacion, recuperar el cloroformo por evaporacion en un
rotavapor. Se recomienda apticar poco vacio ya que el punto de ebullicion del
cloroformo es bajo.

#Posibles interferencias

La presencia de trazas de detergente, si el material de cristaleria esta mal lavado,
puede conducir a resultados elevados. El material debe lavarse primero con mezcla
cromica, enjuagarse con agua corriente y finalmente con agua destilada. También se
obtienen valores altos en muestras de agua que contienen concentraciones altas de
cloruros o nitratos. Por el contrario, se encuentran valores bajos en las muestras en que
hay particulas en suspension o que estan contaminadas con detergentes cationicos

S Limite de deteccion

0.025 mg/L
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~*Medidas de seguridad
1.- Colectar los residuos de cloroformo para su recuperacion por destilacion.

2.- Manejar con cuidado el espectrofotometro y sus celdas.

Calculos

ug LAS
ml de la muestra

mg LAS /L total aparente =

*fndique en su reporte el peso molecular de{ material de referencia (LAS)

Cuestionario

1. ;Por que se debe lavar el material de cristaleria con mezcla cromica?

2. ;Qué efecto tiene la presencia de detergentes, en la biota de ros, mares y lagos?
3. ;Qué problemas ocasionan los detergentes en las plantas de tratamiento de agua?

4. ;Qué clase de detergente se determina con esta técnica?

Bibliografia

1.- Sawyer, C.N., McCarty, P.L., Chemistry for environmental engineering, Mc Graw
Hill, U.S.A., 1978.

2.- APHA, AWWA, WPCF, Standard methods for examination of water and
wastewater, 17th Edition, APHA, U.S.A., 1989.

3.- Centro Mexicano de Quimica en Microescala. Universidad Iberoamericana. 2000.
Notas del curso "Experimentos de Quimica Ambiental”. México.

4.- Norma Mexicana -NMX-AA-039-SCF1-2001-. Analisis de agua.- Determinacion de
sustancias activas al azul de metileno (detergentes).
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FOSFORO

Introduccion

El fosforo puede estar presente en el agua como ortofosfato, polifosfato y fosforo
organico. Los ortofosfatos son resultado del metabolismo de las proteinas, el ion fosfato
libre es conducido al torrente sanguineo y es eliminado por la orina. Actualmente, el
agua residual domestica tiene cantidades relativamente altas de fosfatos. Antes de la
aparicion de los detergentes sintéticos, la concentracion de fésforo inorganico variaba
entre 2 y 3 mg/L, pero debido a que a los detergentes sintéticos se les incorporan
polifosfatos para mejorar su eficiencia en aguas duras, el contenido de fosforo en las
aguas residuales domésticas es ahora 2 6 3 veces mas elevado que antes. Los polifosfatos
representan, posiblemente, el mayor aporte de fosforo al agua, para su cuantificacion se
les debe convertir a fosfatos, dejando hervir durante 90 minutos, el agua previamente
acidificada.

En el agua natural, la fuente de fosfatos son las rocas fosforicas y los fertitizantes
agricolas. El fésforo organico es el que se encuentra formando parte de la materia viva.
Para determinarlo, es necesario liberarlc como fosfato, lo que se logra al destruir {a
materia organica por medio de la digestidn con un acido fuerte.

Elnitrogeno y el fosforo son elementos esenciales para el crecimiento de {as plantas,
incluyendo las malezas acuaticas y el plancton (algas y cianobacterias) , la limitacion de
alguno de esos elementos es un factor importante en la tasa de crecimiento de los
organismos. Con el paso det tiempo, los cuerpos de agua sufren el proceso conocido como
eutroficacion {disminucién progresiva del volumen de agua), ocasionado por la
abundancia de plantas de hojas grandes que favorecen la perdida de agua en lagos y
presas. Simultaneamente con las malezas organicas, entre ellas, el lirio acuatico, en las
aguas ricas en fosforo y nitrogeno crecen en abundancia {os organismos diminutos que
constituyen el plancton.

Se ha establecido como nivel critico de concentracion de fésforo inorganico en
cuerpos de agua, Sug/L.

Principio

Para determinar fosforo total (fésforo organico e inorganico) es necesario digerir
previamente la muestra con una mezcla altamente oxidante de acido sulflrico-acido
nitrico. Si sOlo se va a determinar el fosforo inorganico, basta con acidificar la muestra
con acido sulfurico y mantenerla en ebullicion durante 90 minutos, técnica estandar. Los

pretratamientos descritos convierten a fosfato, todas las especies quimicas que
contienen fosforo.

Para la determinacion de fosfatos se puede utilizar la técnica de microescala.

La reaccion entre el idn fosfato PO,” y el molibdato de amonio provoca la formacion
de un precipitado insoluble de fosfomolibdato de amonio que, a las bajas

—i
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concentraciones que se encuentra normalmente el ion fosfato, tiene la apariencia de un
coloide amarillento. La determinacion de ta concentracion de fosfatos requiere que se
haga la reduccién del molibdeno con cloruro estanoso, formandose un complejo
intensamente coloreado de color azut, que puede medirse colorimétricamente. La
intensidad de la coloracion en la muestra problema se compara con una curva de

calibracion preparada a partir de una serie de soluciones de concentracion conocida de
fosfatos.

Objetivo

#*Reconocer la presencia de fosforo presente en forma de ion fosfato (PO47) y medir su
concentracion por una técnica colorimetrica.

Equipo utilizado
I.- Técnica de microescala

—= 4 Pipetas graduadas de 1ml 2 vasos de precipitados de 100 ml

——= 2 Pipetas Beralde 1 ml .. Cronometro.

—= Jeringa de 5 ml con un tramo corto . Espectrofotometroc/ celdas
de tubo de hule (propipeta) = Piseta conagua destilada

— 10 Tubos de ensaye de 15 ml | Frasco para residuos

" 4 Matraces Erlenmeyer de 25 ml

ii.- Tecnica estandar
a) Equipo utilizado para la digestion:

Matraz erlenmeyer, 250 ml Pinzas con nuez
Matraz volumeétrico, 100 mi Campana de extraccion
Parrilla eléctrica

b) Equipo utilizado para el desarrollo del color:

—= Espectrofotometro (de 625 a 690 nm) —= Matraz Erlenmeyer, 125 ml

—= Vaso de precipitados, 250 ml —= Matraz aforado, 100 ml
—= Vaso de precipitados, 100 ml —= Agitador de vidrio

—= Bafo maria —= Espatula

—* Probeta, 100ml — Pipeta seroldgica, 1 ml
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Pipeta serologica, 10 ml
Pipeta serotogica 5 ml
Frascos pararesiduos
Embudo de filtracién

NOTA; Todo el material de vidrio empleado en esta determinacion debe lavarse con
mezcla cromica para eliminar cualguier traza de materia organica y enjuagarse dos
veces con agua desionizada, para eliminar cualquier traza de detergente.

Reactivos

Solucion estandar de fosfatos (1 ml =50 ng de fosforo como PQ,” /L)
Solucion diluida de HC { 0.001 N)

Solucion de molibdato de amonio

Solucion de cloruro estanoso

Indicador de fenolftaleina

Acido sulflrico concentrado

Acido nitrico concentrado

Agua destilada

Muestra de agua problema

Agua mineral sin gas

Preparacion de soluciones

#Solucion estandar de fosfatos, en la que 1 mt = 50 ng de fosforo bajo la forma de
PO, /L. Disotver 110 mg de KH,PO, en 500 ml de agua destilada.

#Solucion diluida de HCl. Agregar 2 gotas del acido concentrado a 10 m{ de agua
destilada.

+Reactivo de molibdato de amonioc. Disolver 2.5 g de molibdato de amonio
tetrahidratado en 20 ml de agua destilada. Por separado, diluir 28 ml de acido
sulfarico en 40 ml de agua destilada. Mezclar ambas soluciones y aforar con agua
destiladaa 100 ml.

#Reactivo de cloruro estanoso. Disolver 0.25 g de cloruro estanoso dihidratado en 10
ml de glicerina, calentar en bano maria hasta su completa disolucion y dejar
enfriar.

##Solucion indicadora de fenolftaleina. Pesar 1g de fenolftaleina y disolverlo en 100
ml de etanol + 100 ml de agua destilada.
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Medidas de sequridad

1.- Manejar con cuidado el espectrofotometroy sus celdas
2.- Colectar los residuos

Procedimiento

[.- Técnica de microescala (fosfatos)

Preparar simultaneamente 6 muestras: tres concentraciones de la solucion estandar
de fosfatos (100 %, 50 % y 25 %), un blanco de agua destilada, la muestra problema y la
muestra de agua mineral (Ver tabla 1).

Tabla 1. Tratamiento de la muestra y las soluciones estandar
para la determinacion de fosfatos en agua

i 3 || 4 .
Sol. estandar de fosfatos/mL - 0.5 0.25 0.125 - -
Agua mineral/mL - - - - 0.5
Muestra de agua/mL - - - - - 0.5
Agua destilada/mL 10 9.5 9.75 9.825 9.5 9.5
Sol. de molibdato de amonio/mL 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
Sol. de cloruro estancso/gotas 2 2 Z 2 2 2

1) Preparacion de las muestras. La muestra de agua y el agua mineral deben tener un
pH neutro. Confirmelo, agregando una gota de indicador de fenolftaleina, lo que
hara que la muestra tome un ligero color rosa. En caso necesaric ajustar el pH
agregando, gota a gota, acido clorhidrico diluido hasta la desaparicion del color.
Este paso no es necesario en el caso del agua destilada y la solucion estandar de
fosfatos.

2) Una vez que se ha confirmado ta neutralidad de las muestras, disponerlas en tubos
como se indica en el cuadro y agregar el reactivo y el indicador de cloruro
estanosoc.

3) Dejar reaccionar a temperatura ambiente, alrededor de 10 minutos, para el
maximo desarrollo del color.

4) Comparar visualmente la intensidad de la coloracion azul de las muestras, en
referenciaa la coloracion de las diluciones de la curva patron.

5) Medir, en el espectrofotometro, la absorbancia a 690 nm. Hacer la curva de
calibracién con los valores de absorbancia de las soluciones estandar e interpolar
el valor encontrado para la muestra problema.

6) Catcular, a partir de dicha interpolacion y considerando el volumen de muestra
usado, la concentracion de fosfatos/L enla muestra problema,
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/.- Técnica estandarizada (fosforo total)

I.-Para la determinacion de fosforo total, es necesario convertir todo el fosforo
presente en el ion fosfato, sometiendo la muestra a una digestion acida.

a) Colocar un volumen determinado (generalmente son suficientes 20 ml) de agua
problema en un matraz Erlenmeyer de 125 ml y agregarle 1 ml del H,S0,
concentradoy 5 ml del HNO, concentrado.

b) Calentar la muestra en una parritla hasta reducir el volumena 1 ml.

c) Agregar 20 ml de agua destilada, una gota del indicador de fenolftaleina y
suficiente NaOH 1N hasta la apariencia de un ligero color rosa en lasolucion.

d) Transferir la solucion neutralizada, filtrando si es necesario, a un matraz
volumeétrico de 100 ml, enjuagar el matraz con agua destilada y reunir los lavados
delfiltro en el mismo matraz. Aforar con agua destilada.

e) El fosforo total se determina como se describe a continuacion, lo que requiere
hacer una curva de calibracion tratando las soluciones patrén de la misma manera
que las muestras problema

2. Desarrollo del color

a) Tratamiento preliminar de la muestra. Ala muestra de 100 ml, obtenida como se
describe en el paso anterior, adicionarle una gota de indicador de fenolftaleina. Si
la muestra se torna rosa, adicionar gotas de la solucion de acido fuerte, hasta que
desaparezca el color. Si para dicho cambio de color se requieren mas de 5 gotas de
acido, se debe tomar una muestra mas pequena y diluirla a 100 ml con agua
destilada.

b) Desarrollo del color. Adicionar, agitando después de cada adicion, 4 ml det
reactivo de molibdato de amonio y 0.5 ml (aprox. 10 gotas) del reactivo de cloruro
estanoso. Los patrones, los reactivos y las muestras deben estar a la misma
temperatura (entre 20y 30°C).

c) Medicion del color. A los 10 minutos exactos, medir la absorbancia a 690 nm, de
cada estandar y cada muestra. Hacer una curva de calibracion con
concentraciones crecientes de fosfato y un testigo con agua destilada. Someter a
las mismas condiciones tanto las muestras como las seluciones estandar. Prepare
por lo menos un patrén en cada serie de mues'ras o una serie completa cada vez
que efectue la prueba.

d) Curva de calibracion. Preparar la curva tomando diferentes volumenes de la
solucién patrén de fosfatos (0, 0.5, 1, 3 y 5 ml) para tener concentraciones
convenientes. Diluir cada uno, con agua destilada, a 100 ml, y seguir los pasos
descritos para el desarrollo de color.
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Posibles interferencias:

La presencia de trazas de detergente en el material de vidrio puede conducir a
resultados elevados. Se debe procurar hacer la'lecturas de las muestras y los estandares,
exactamente 10 minutos después de haber agregado el reactivo, ya gque la intensidad de
la coloracion disminuye con el tiempo.

Calculos

Trazar la curva de calibracion e interpolar el valor encontrado para la muestra.
Calcular la concentracion de PO,” /L de muestra.

mg P/L = (ugledosen la curva)( 1 mg )( 1000 ml)

ml de la muestra 1000 g 1L

Cuestionario

1.- Lea cuidadosamente el metodo de trabajo propuesto e indigue si al utilizarlo esta
determinando fosforo total, fosforo inorganico o fosforo presente como ion fosfato.

2.- Indigque dos ventajas de la medicion de la intensidad del color con el
espectrofotometro. Indique dos ventajas de la medicion visuat de la intensidad del color
azul.

3.- De acuerdo a los resultados que obtuvo, ;la concentraciéon de fosforo en la
muestra de agua problema podria representar un riesgo de eutroficacion de un cuerpo de
agua’

4.- La concentracion de fosfatos encontrada para ta muestra de agua mineral
;coincide con lo que indica la etiqueta?

Bibliografia

1.-Sawyer, C.N., McCarty, P.L., Chemistry for environmental engineering, Mc Graw
Hill, U.S.A., 1978.

2.-APHA, AWWA, WPCF, Standard methods for examination of water and
wastewater, 17th Edition, APHA, U.S.A., 1989.

3.-Centro Mexicano de Quimica en Microescala. Universidad Iberoamericana. 2000.
Notas del curso "Experimentos de Quimica Ambiental”. México.

4.-Norma Mexicana NMX-AA-029-SCF1-2001. Analisis de agua-Determinacion de
fosforo total en aguas naturales, residuales y residuales tratadas- Método de prueba.
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NITRATOS

Introduccion

Los nitratos se forman dentro del ciclo del nitrogeno, por oxidacion bacteriana de los
nitritos. Los nitratos se utilizan como fertilizantes ya que es la forma en que el nitrogeno
esta biodisponible para ser absorbido por las raices de las plantas. Los nitratos producidos
0 adicionados en exceso para las necesidades de la vida vegetal, son transportados por el
agua que se filtra a través del suelo, lo que da lugar a concentraciones relativamente
altas en las aguas profundas, que pueden conducir a ta eutroficacion de los cuerpos de
agua.

Los nitratos forman parte de muchos fertilizantes comerciales y pueden provocar una
contaminacion significativa de las aguas superficiales y subterraneas. La importancia de
su analisis esta asociada con la capacidad del cuerpo humano de reducir los nitratos a
nitritos, compuestos que ocasionan una enfermedad conocida como
metahemoglobinemia.

Principio

La determinacion de la concentracion del ion nitrato (NO,) es dificil debido a que se
utilizan manipulaciones relativamente complejas, a la alta probabilidad de que estén
presentes substancias interferentes y a los limitados intervalos de validez de las técnicas.
La eleccion de un método particular depende de la concentracion esperada y de las
interferencias que pudieran estar presentes en la muestra. En este texto se incluyen dos
técnicas, una técnica que mide la absorbancia a 220 nm (UV) y otra gue se basa en la
reaccion entre el i6n nitrato y la brucina, reaccion que da lugar a una coloracion que se
puede medir en el espectro visible a410 nm.

Objetivo

#Determinar la concentracion de nitratos en una muestra de agua residual.

Procedimiento

1.- Metodo de la brucina

El método de la brucina, que es el descrito en este manual, permite determinar
concentraciones entre 0.1y 2.0 mg de nitratos /L. La brucina es un compuesto organico
complejo, que bajo condiciones acidas y elevada temperatura, produce un color amarillo
al reaccionar con los nitratos, la intensidad del color obedece a la ley de Beer. La
intensidad de color varia en el tiempo y es afectada por la temperatura. £n el caso de
muestras muy concentradas, la muestra se debe diluir para que la concentracion
corresponda al intervato de 0.1a1mg/L.
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Equipo

Espectrofotometro Spectronic 20, con celdasde 2.5cm’

Bano de agua para mantener temperatura de 92 °C (ebullicion)
Bano de agua fria ‘

Parrilla eléctrica

Reactivos

Solucion estandar de nitratos

Solucion de brucina-acido sulfanilico-HCL
Acido sulfurico diluido 4:1con agua destilada
Solucion de NaClt

Preparacion de soluciones

#Solucion patron de nitratos. Antes de pesar el nitrato de potasio, secarlo en la
estufa a 105°C por 24 horas. Disotver 0.0722 g de KNO, y aforar a 100 ml. Un ml de
esta solucion equivate a 100 ug de N-NO,. Para conservarla adicionar 2 ml de
cloroformo / L. Esta solucion es estable por un periodo de 6 meses.

»Solucion estandar de nitratos. Tomar 10 ml de ta solucion patron y aforar a 100 ml.
Un ml de esta solucion equivale a 10 ug de N-NO,. Para conservarla adicionar 2 ml
de cloroformo por cada litro. Esta solucion es estable por un periodo de 6 meses.

#Solucion de brucina - acido sulfanilico: Disolver 0.1 g de suifato de brucinay 0.01g
de acido sulfanilico en aproximadamente 7 ml de agua destilada caliente. Anadir
0.3 ml de HCl concentrado. Enfriar la solucién y aforar a 10 ml. Esta solucion puede
almacenarse por varios meses, si desarrolla una coloracion rosada eso no afecta su
utilidad. Nota:; la brucina es una sustancia venenosa.

#Solucion de acido sulfurico: Afadir cuidadosamente 50 ml de H,S0, concentrado a
12.5 mlde agua destilada. Dejar enfriar a temperatura ambiente antes de usar.

»*Solucion de NaCl: Disolver 30 g de NaCl en 100 ml de agua destilada.
Metodo experimental

1) Para la realizacion de la curva de calibracion, preparar 6 tubos conteniendo 0.5
1.0, 2.0, 3.5 y 5.0 ml de N-NO,/ L, usando la solucion estandar de nitratos,
completar cada tubo, con agua destilada, a un volumen de 5 mi. El blanco de
reactivos {(concentracion = 0) se preparacon 5 ml de agua destilada.
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2) Colocar 5 mt de agua problema en un tubo de ensaye. La muestra se prepara por
triplicado.

3) Introducir simuttaneamente, en el bano de agua fria, los tubos con muestra y
con las soluciones estandar.

4) Agregar a cada tubo 1 ml de la solucion de NaCl y agitar vigorosamente.

5) Anadir 5 ml de la solucion de H,S0, y agitar de nuevo vigorosamente. Colocar tos
tubos dentro del bano de agua fria.

6) Anadir 0.25 mi del reactivo de acido sulfanilico-brucina-HCl y agitar
vigorosamente. Tapar los tubos sin apretar la tapa de rosca.

7) Introducir simultaneamente todos 10s tubos en un bano maria a ebullicién vy,
mantenerlos ahi durante 20 minutos exactos.

8) Retirar simultaneamente los tubos del bano maria. Colocarlos en el bano de
agua fria hasta que adquieran la temperatura ambiente.

9) Leer en el espectrofotometro la absorbancia a 410 nm. Ajustar el aparato a 0.0
de absorbancia con el blanco de reactivos.

10) Trazar la curva patron. Interpolar la lectura de la muestra en la curva patron
para determinar la concentracion de N-NO, (nitratos).

Calculos

pug N-NO,/ ml de muestra = mg N-NO, /L de muestra

Si se desea calcular la concentracion del ion nitrato, se usa el factor 4.43 como se
indica a continuacion:

4.43 = masa de NO,/ masa de N

mg NO,/L =(mg N-NO,/L)(4.43)

Il. Método espectrofotométrico UV

Esta técnica no es aplicable a muestras con alto contenido de materia organica, la
medicion de la absorcion UV a 220 nm permite una determinacion rapida de nitratos
aungque hay el inconveniente de que la materia organica disuelta también puede absorber
a la misma longitud de onda. El medir la absorcion a 295 nm permite eliminar el efecto de
este contaminante ya que los nitratos no absorben a 275 nm. Si el valor de correccion es
superior a 10% de la lectura a 220 nm, este método no es recomendable. La técnica que
aqui se describe corresponde a la propuesta en el Standard Methods y se recomienda para
este taller, debido a que no utiliza brucina que es un reactivo altamente toxico. Otra
ventaja de utilizar esta técnica es que se basa en la absorbancia en el UV y se usan celdas
de cuarzo, por lo que el alumno tendra la oportunidad de compararla con las técnicas

Tradicionales de absorbancia en el espectro visible.
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Material

—= Espectrofotometro equipado conlampara de hidrégeno
—= Celdas de cuarzo de 1 cm’ de lado

—= Probetade 50 ml

—* Pipetasde 5y 10 m!

— Matraces volumétricos de 50 ml

—* Matraz volumétrico de 100 ml|

—* Matraz volumétrico de 10 mt

— Vidrio dereloj

" Espatula

T Piseta

Reactivos

—= Solucion patron de nitratos
——= Solucion 1N de HCL

Preparacion de soluciones

#Solucion patron de nitratos. Antes de pesar el nitrato de potasio, secarlo en la
estufa a 105°C por 24 horas. Disolver 0.0722 g de KNO, y aforar a 100 mL. Un ml de
esta solucion equivale a 100 ug de N-NO,. Para conservarla adicionar 2 ml de
cloroformo / L. Esta solucion es estable por un periodo de 6 meses.

#Solucion estandar de nitritos. Tomar 10 ml de la solucion patron y aforar a 100 ml.
Un mi de esta solucion equivale a 10 ug de N-NO,. Para conservarla adicionar 2 ml
de cloroformo / L. Esta solucion es estable por un periodo de 6 meses.

#Solucion 1N de HCL. Medir 2 mi de HCl concentrado y aforar a 25 ml.

Método experimental

1) Adicionar a 50 ml de la muestra problema, 1 mt de {a solucion de HCL. {Previamente

filtrada si tenia solidos en solucion). Mezclar.

2) Preparacion de la curva estandar. Colocar en matraces volumetricos de 50 mt: 0, 1,
2, 4, 7... 35 mt de la solucion estandar de nitratos, aforar con agua destilada y

adicionar a cada uno, 1 mi de la solucion 1N de HCL. Mezclar.

3) Leer la absorbancia en el espectrofotometro a 220 nm para determinar la
concentracion de N-NO, y a 275 nm para medir a absorbancia debida a la presencia

de materia organica (interferencia negativa).




Calculos

Tanto en los estandares como en las muestras restar de la absorbancia a 220 nm, el
doble de la absorbancia a 275 nm (a esta longitud de onda absorbe la materia organica).
Trazar la grafica de concentracion con los valores corregidos de los tubos que contenian
la solucion patrén. Interpolar en la grafica los datos de absorbancia de la muestra.
Calcular la concentracion de N-NO,, considerando cualquier dilucion que se hubiera
hecho.

Nota: Si el valor de la correccion es superior a 10% de la tectura a 220 nm, es decir si la
muestra tiene alta concentracion de materia organica, no utilice este método.

_{ ug N-NO, leidos en la curva 1mg
N-NO,/L =
me /L ( ml de muestra 1000 ug

Si se desea calcular la concentracion del i6n nitrato, se usa el factor 4.43 como se
indica a continuacion:

mg NO,/L =(mg N-NO,/L)(4.43)

4.43 = masa de NO,/ masa de N

Cuestionario

1. ;Cuales son las consecuencias de la presencia de un exceso de nitratos en: a) agua
potable, b) agua para fines recreativos y c) agua para fines agricolas.

2. Mencione dos interferentes de la determinacion de nitratos, cuando se utiliza el
meétodo de la brucina.

3. Mencione una posible fuente de nitratos, en aguas de descarga municipal.

Bibliografia

1.- Sawyer, C.N., McCarty, P.L., Chemistry for environmental engineering, Mc Graw
Hill, U.S.A. 1978.

2.- APHA, AWWA, WPCF, Standard methods for examination of water and
wastewater, 17th Edition, APHA, U.S.A., 1989.

3.- Norma Mexicana NMX-AA-079-SCFI-2001. Analisis de agua-Determinaciéon de
nitratos en aguas naturales, residuales y residuales tratadas - Método de prueba.
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NITRITOS

introduccion

Los nitritos forman parte del ciclo natural del nitrégeno, se forman por reduccion
metabolica de los nitratos. Inicialmente, el nitrogeno se encuentra combinado en la
materia organica presente y en forma de urea, después es transformado por algunas
bacterias a amoniaco. Una vez que el amoniaco se ioniza y en un ambiente aerobio, las
bacterias nitrosomonas convierten los iones amonio en nitritos. Los nitritos pueden
convertirsea N,0 y N,, gases que escapan a la atmosfera.

Las reacciones que ocurren durante la conversion de amoniaco a nitritos son las
siguientes:

NH,+H,0 — NH, +OH
NH, +%0, — NO,+2H +H0

El nitrito puede entrar en un sistema de abastecimiento de agua a través de su uso
como inhibidor de corrosion en agua de procesos industriales. El acido nitroso que se
forma de los nitritos presentes en solucién acida, puede reaccionar con aminas
secundarias para formar nitrosaminas, muchas de las cuales son reconocidas como
potentes agentes carcinogénicos.

El nitrogeno de nitritos rara vez aparece en concentraciones mayoresa 1 mg/L adn
en efluentes de plantas de tratamiento municipales. Su concentracion en aguas
superficiales y subterraneas es normalmente menora 0.01mg/L.

Los nitritos representan dos amenazas distintas para ta salud humana: oxidan el Fe”
de la hemoglobina a Fe”, convirtiéndola en metahemoglobina, sustancia incapaz de
transportar oxigeno en el torrente sanguineo, este proceso patologico es conocido como
metahemoglobinemia o enfermedad del bebé azul. Por otro lado, los nitritos pueden
reaccionar con diversas aminas para formar nitrosaminas, gue son sustancias
carcindgenas.

Principio

Los nitritos se determinan mediante la formacion de un colorante azo de color rojo
purpura, producto de la diazotacion (a pH 2-2.5) de la sulfanilamida con el clorhidrato de
N-(1-naftil)- etilendiamina. La intensidad del color obedece a la ley de Beer. La

sensibilidad del meétodo abarca el intervalo entre 10 y 1000 ug de
N-NO,/L. El limite de deteccion del metodo es de 0.01mg/L cuando no existen

interferencias.
Objetivo

#Determinar la concentracion de nitritos en una muestra de agua residual.
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Material

——= Espectrofotometro Spectronic 20
—= Matraz aforado, 250 m!

= Matraces aforados, 100 ml

—= Matraz aforado, 25 ml

— Pipeta serologica, 5ml

—= Pipeta volumeétrica, 5 ml

—= Probeta, 50 ml

— Matraces Erlenmeyer, 125 ml

— Espatula

—= Frasco pararesiduos

Reactivos

—- Acido fosforico 85%
—= Reactivo colorante
Solucion patron de nitritos

Preparacion de soluciones

# Reactivo colorante: Disolver 1 g de sulfanilamida en una mezcla de 10 ml de acido
fosforico y 80 ml de agua destilada. Una vez que se ha disuelto la sulfanilamida,
agregar 0.1 g de N{1-naftil)-etilendiamina. Mezclar y aforar con aguaa 100 ml. La
solucion es estable durante un mes si se conserva en refrigeracion, en un frasco

ohscuro.

#Solucion madre de nitritos: Disolver 0.062 g de NaNQ, en agua y diluir a
25 ml. Un ml de la solucion es =500 ug N-NO,. Para preservarla, agregarle unas

gotas de cloroformo. Preparar diariamente.

< Solucion patrén de nitritos: Tomar 1.0 ml de la solucién madre y diluir a 250 ml con
agua destilada. Unml es =2.0 ug N- NO,. Preparar diariamente.

Procedimiento

a) Preparacion de (a curva de calibracion

Preparar una serie de diluciones de concentracion conocida de nitritos, para ello,
medir en matraces aforados de 50 mi, 0, 0.5, 1.0, 1.52.0y 2.5 ml de la solucion patron
(0 a25ugN-NO, /L)y aforar con agua destilada. Estos estandares deberan someterse al
mismo tratamiento que la muestra. Graficar la absorbancia de los estandares contra

Og N-NO, /L.
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B) Desarrolliodel color

Tomar 50 ml de una muestra clara, en caso de ser necesario filtrarla antes de hacer la
determinacion. Llevarla a pH=7, con la adicion de gotas de una solucion diluida de HCL 6
de NH,OH . Anadir 2 ml del reactivo colorante y mezclar. Dejar reposar 10 minutos y leer ,
antes de 2 horas, la absorbancia a 543 nm.

Calculos

Trazar la curva de calibracion e interpolar el valor encontrado para {a muestra.
Calcular la concentracion de N-NO, de muestra

) _ {_pg N-NO, leidos en la curva 1mg 1000 ml
mg N-NO, ( ml de muestra 1000 pg 1L

Cuestionario

1.Haga los calculos que permitan saber ;Qué volumen de la solucidn patron debe
tomarse, para que al diluirla a 50 ml, contenga 25 ug N-NO, /L?

2. ;Qué efectos tiene el consumo de nitritos, sobre ta salud humana?

3. ;Cual es la concentracion maxima de nitritos en agua, que se permite en la
legislacion mexicana correspondiente?

4. ;Por qué se recomienda hacer la determinacion de nitritos lo mas pronto posible,
después de tomada la muestra?

5. ;Qué es lametahemoglobina?

Bibliografia

1.- Sawyer, C.N.; McCarty, P.L. 1978. Chemistry for environmental engineering. Mc
Graw Hill, U.S.A.

2.- APHA, AWWA, WPCF 1989; Standard methods for examination of water and
wastewater: 17th Edition, APHA, U.S.A.

3.- Norma Mexicana -NOM-AA-99-1987-1. Analisis de agua. Determinacion de
nitrogeno de nitritos.
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NITROGENO AMONIACAL

Introduccion

La determinacion de nitrégeno amoniacal es de gran interés ambiental debido a la
importancia de los compuestos del nitrogeno en la atmdsfera y en los procesos vitales de
las plantas y animales. La quimica del nitrogeno es compleja por los diferentes estados de
oxidacion en que se puede presentar el elemento y el hecho de que los cambios en la
oxidacion pueden ser realizados por organismos. Los cambios de estado de oxidacion del
nitrogeno son realizados por bacterias y, pueden ser tanto positivos como negativos,
dependiendo de que las condiciones sean aercbias 0 anaerobias.

Desde el punto de vista de la gquimica inorganica el nitrégeno puede existir en 7
estados de oxidacion:

NH,, N, , N,O, NO, N,0,, NO, , N,0,

N,O, NO y NO, tienen poco o ningun significado en los proceso biologicos. NH, , N, ,
N,O, (anhidrido nitroso) y N,O, (anhidrido nitrico) son importantes desde el punto de
vistaambiental.

Principio

La técnica que se utiliza para separar al i6n amonio de posibles interferentes, es la
destilacion en medio alcalino.

Elion amonio existe en equilibrio con el amoniaco y el i6n hidrégeno. Cuando el pH es
superior a 7, el equilibrio se desplaza hacia el amoniaco, gas que puede ser liberado al
hacer hervir la muestra. Et vapor condensado contiene el amontaco.

NH, % NH1+ H

Laremocion del amoniaco hace que se acumulen en el residuo {os iones hidrégeno y el
pH disminuya a 7.2 - 7.4. No se recomienda hacer la determinacion a valores altos de pH,
debido a que bajo esas condiciones y debido a la temperatura de ebutlicion del agua, se
pueden liberar iones amonio de fuentes organicas. La experiencia ha mostrado que puede
capturarse todo el amoniaco presente en una muestra de 500 ml, al destilar 200 ml de
liquido, cuyo pH se ha mantenido entre 7.2y 7.4.

Cuando las muestras de agua contienen mas de 0.2 mg/L de amoniaco, como es el
caso de los aguas residuales domésticas y de algunas aguas residuates de origen
industrial, el reactivo mas conveniente para absorber el amoniaco es el cido bérico.

El 4cido bérico es un buffer que al combinarse con amoniaco forma iones amonio vy
borato

NH, + HBO, —  NH, +H,BO,
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Aunque la absorcion de amoniaco provoca que se eleve el pH, el sistema buffer,
mantiene el pH dentro de los valores requeridos para la fijacion del gas liberado. El
amoniaco liberado se puede medir por nesslerizacion (si la concentracion es muy baja) o
por titulacion con un acido fuerte. La titulacion mide la cantidad del idn borato presente,
Como se muestra en la siguiente reaccion:

H,BO, + H* — H,BO,

Cuando se agota el ion amonio porque se ha afadido una cantidad de acido fuerte
equivalente at mismo, el pH de la solucion de acido borico regresa a su valor inicial. La
titutacion se puede realizar por métodos electrométricos, lo cual elimina la necesidad de
indicadores internos, en cuyo caso el punto final de la reaccion se determina por dilucion
de un volumen especificado de [a solucion de acido borico con una cantidad igual de agua
libre de amoniaco.

Entas muestras de agua que contienen cantidades pequenas de nitréogeno amoniacal,
el procedimiento usual es medir la cantidad de amoniaco obtenido en el destilado, por
desarrollo de color conreactivo de Nessler.

Objetivo

# Determinar el contenido de nitrogeno amoniacat en una muestra de agua residual

Equipo utitizado

— Aparato de destilacion Kjedahl (Fig. 6)
—= Matraces Kjedahl, 300 ml

—= Matraces Erlenmeyer, 250 mi Fig.6 Aparatode destilacion

—= Bureta, 25 ml Kjeldahl

— Soporte B .
= Pinzas para bureta ®
—= Probeta, 500 ml .

— Probeta, 50 ml Kiedahl 5

—= Espatula 2.- Parrilla

—= Vasos de precipitados, 100 ml eléctrica 3

—= Frascos pararesiduos 1.- Refrigerante | &

—* Matraz aforado, 100 ml 4. Matraz 0 0

— Matraz aforado, 250 ml receptor -

—= Pipeta, 10 ml 3

——= Pipeta, 1 ml — . ’
Fig. 6 Aparato de destilacion Kjedahl
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Reactivos

#“Solucion Na,B,0, 0.025 N. Disolver 2.75 gramos de Na,B,0, .10H,0 en agua destilada
y aforara 250 ml.

~*Solucion amortiguadora: Mezclar 44 ml de NaOH 0.1 N con 250 mt de Na,B,0, 0.025
N, aforar a 500 ml.

#Solucion indicadora mixta: Disolver 50 mg de rojo de metilo en 25 ml de alcohot
etilico. Disolver 25 mg de azul de metileno en 12.5 ml de alcohol etilico. Combinar
las dos soluciones. Preparar mensualmente.

#*Solucion de acido borico: En un matraz aforado de 250 ml disolver 5 g de H,BO, en
aproximadamente 200 ml de agua, agregar 2.5 ml de solucion indicadora mixta y
aforar. Preparar mensualmente.

#* Solucion H,50, 0.02 N. Tomar 20 ml de H,5C, 1 N {2.8 ml H,S0, concentrado / L) y
dituir con agua destilada a 1 litro.

# Solucion NaOH éN. Pesar 240 g de NaOH vy disolver en agua destilada. Aforar a 1
titro, guardar en recipientes de plastico, no de vidrio.

#Solucion indicadora de fenolftaleina.
Procedimiento

s Técnicasemimicro

Se toma un volumen de muestra de acuerdo a la concentracion que se espere y se
dituye con agua destilada a 200 ml, preparandose también un testigo con 200 m! de agua
destilada; la muestra y el blanco se transfieren a matraces Kjeldahl de 300 mi, anadiendo
perlas de ebullicion. Ambos se someten al siguiente tratamiento:

1.- Adadir 25 ml de ta solucion amortiguadora y 0.5 ml de indicador de fenolftaleina,
si la cantidad de alcali no es suficiente, no aparecera el color rojo de la
fenolftaleina. En ese caso se deberan anadir 1 6 2 ml mas de la solucion 6N de
NaOH.

2.-Colocar el matraz en el equipo de destilacion Kjeldahl y conectarlo al bulbo del
aparato. Colocar un matraz Erlenmeyer con 20 ml de la solucion de acido bérico,
para colectar el destilado, teniendo cuidado que la punta del refrigerante quede
sumergida en el liquido del matraz receptor.

.-Encender las parrillas del aparato, abrir la llave de circulacion de agua y destilar.
Alempezar a recibirse et destilado que contiene amoniaco, se observa que el color
de la solucion de acido borico vira de lavanda palido a verde esmeralda.

4.- Colectar aproximadamente 150 ml de destilado, incluyendo los 20 ml de la
solucion de acido borico. Apagar el aparato y sacar de inmediato la punta del
refrigerante del liquido. Enjuagar la punta del refrigerante con una pequefa
cantidad de agua y reunir el agua de lavado con el destilado colectado. Titular con
el H,50,0.02 N hasta que la solucion vire de verde esmeralda a lavanda palido.

(W)
1
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5.- No desechar el residuo liquido de la destilacion, ya que en él estan los demas
compuestos organicos nitrogenados. Este residuo se utilizara como muestra para
la determinacion de nitrogeno organico.

Calculos

mgN-NHJ/L=( (A-B) x 14000 x N )

ml de muestra

A= volumen de H,50, utilizado para la muestra
B=volumen de H,SO, utilizado para el testigo
N=normalidad del H,SO,

14,000 = peso equivalente del nitrogeno, en mg

Cuestionario

1. Calcular los estados de oxidacion del nitrogeno en los 5 compuestos que se
mencionan en la introduccion.

2. ;Cual es el significado ambiental de la presencia de amoniaco en el agua residual
municipal? ;Cuél es la concentracion maxima permitida, de nitrogeno amoniacal en agua
potable, de acuerdo alanorma oficial mexicana?

3. ; Por qué se debe tener cuidado de que el tubo del refrigerante quede sumergido
en lasolucion de acido borico?

Bibliografia

1.- Sawyer, C.N., McCarty, P.L., Chemistry for environmental engineerin,. Mc Graw
Hill, U.S.A., 1978.

2.- APHA, AWWA, WPCF, Standard methods for examination of water and
wastewater, 17th Edition, APHA, U.S.A., 1989.

3.- Norma Mexicana NMX-AA-026-SCFI-2001. Analisis de agua.- Determinacion de
nitrogeno total Kjeldahtd en aguas naturales, residuales y residuales tratadas-Metodo de
prueba.
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NITROGENO ORGANICO

introduccion

Todo el nitrogeno presente en compuestos organicos se considera como nitrogeno
organico, esto incluye el nitrogeno presente en aminoacidos, aminas, imidas,
nitroderivados, etc. En el analisis de aguas residuales, algunos de esos grupos de
compuestos son poco significativos ya que la mayor parte del nitrogeno presente esta en
forma de proteinas o sus productos de degradacion: polipéptidos y aminoacidos. Los
métodos de medicion usados en el analisis de agua estan disenados para asegurar la
determinacion de estos Gltimos compuestos, sin considerar otras formas de nitrogeno
organico.

Principio
Tecnica semimicro

Se determina el contenido de nitrogeno organico en el residuo de la destilacién, una
vez que se determino el contenido de nitrogeno amoniacal. Esta técnica permite medir
todo el nitrogeno presente en los compuestos organicos, con excepcion del amoniaco
{que fue previamente destilado) y los nitroderivados.

Muchos de los compuestos organicos nitrogenados pueden ser considerados
“derivados” del amoniaco, por lo que la destruccion por oxidacion, de la fraccion
organica libera al nitrogeno presente bajo la forma de iébn amonio.

El metodo de Kjeldahl utiliza como agente oxidante al acido sulfurico concentrado.
El proceso de oxidacion sz realiza rapidamente, a temperaturas ligeramente inferiores al
punto de ebullicion del acido sulfarico (340° C); el punto de ebullicion del acido se eleva
al ahadir como catalizador, sulfato de sodio o de potasio. La adicion de catalizadores,
como el sulfato de cobre o el sulfato mercurico, favorece la destruccion de la molécula de
algunos compuestos organicos resistentes a la oxidacion.

En el metodo de Kjeldahl, el nitrogeno organico se transforma en sulfato de amonio
[(NH,),50.]. Si no se han eliminado por destilacion, tanto el amoniaco libre como el
nitrogeno amoniacal también se convierten en (NH,),50,.

Durante la digestion de la muestra, cuando se utiliza sulfato mercurico como
catalizador, se forma un complejo de mercurio y amonio gue en un segundo momento, al
reaccionar con tiosulfato de sodio en medio alcalino, da lugar a la liberacion del
amoniaco formado.

En la reaccién, el carbono y el hidrégeno son oxidados a bioxido de carbono y agua,
respectivamente, en tanto que el ion sulfato es reducido a bioxido de azufre. El grupo
amino es liberado como amoniaco, pero no puede escapar del ambiente acido y se queda
disuelto como unasal de amonio.

g !73)
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Objetivo

#Determinar la concentracion de nitrogeno total y de nitrogeno crganico en una
muestra de agua residual.

Equipoutilizada

* Se utiliza el mismo material que para {a determinacion de nitrégeno amoniacal,
ademas del equipo digestor Kjeldahl (Fig. 7).

Fig. 7 Aparato digestor Kjedahl

®\c‘°—r .

1.- Extractor 3

2.- Parrilla eléctrica

3.- Matraz Kjeidahl

® ®© ® O © OB

Reactivos

* Se requieren los mismos reactivos que para la determinacion de nitrogeno
amoniacal, ademas de los siguientes:

# Solucion de sulfato mercarico: Disolver 2 g de 6xido de mercurio rojoen 12.5 mi de
acidosulflrico (1:5) y aforar a 25 m! con agua destilada.

#° Solucion de acido sulfarico-sulfato mercdrico-sulfato de potasio: Disolver en 163
ml de agua 33.5 g de sulfato de potasio, adicionar 50 mi de acido sulfurico concentrado
y 6.3 ml de solucion de sulfato mercurico. Aforara 250 ml.

s Solucion de hidroxido de sodio-tiosulfato de sodio: Disolver en agua 125g de
hidroxido de sodio y 6.25g de tiosulfato de sodio y aforara 250 mi.

Método experimental
1.-Utilizar el residuo liquido obtenido en la determinacion de nitrégeno amoniacal.

2.-Enfriar el residuo contenido en el matraz Kjeldahi. Anadir 20 ml de ta solucion de
acido sulflrico-sulfato mercdrico-sulfato de potasio.
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3.-Colocar el matraz en la parrilla de digestion y calentar la mezcla a una
temperatura que no exceda los 371°C, hasta la eliminacion total de los gases de
SO, {humos blancos) y que la solucion se torne incolora o amaritlo paja palido.
Digerir durante 30 minutos mas. La digestion debe hacerse en un sistema que
permita la extraccion de los gases de la digestion, puede ser un sistema de vacioo
se pueden colectar los vapores en una solucion alcalina (NaOH al 10 %, aprox).

4.-Enfriar el matraz y su contenido, agregar 100 m{ de agua y 0.5 ml de indicador de
fenolftaleina. Inclinar el matraz y anadir cuidadosamente 20 ml del reactivo de
hidréxido-tiosulfato para formar una densa capa alcalina, que se desplaza hasta
el fondo del matraz.

5.-Si la cantidad de alcali no es suficiente, no aparecera el color rojo de la
fenolftaleina. En ese caso se deberan anadir 5 0 10 ml mas del reactivo de
hidroxido-tiosulfato. En el matraz se deben observar claramente dos capas
liquidas separadas. Conectar el matraz al aparato de destilacion y agitarlo para
que se mezcle el contenido.

6.-Iniciar el calentamiento para destilar el amoniaco formado, teniendo cuidado de
que el agua del refrigerante se mantenga fria y la punta del refrigerante este
dentro del liquido colector. El condensado se colecta en un matraz Erlenmeyer
que contiene 20 ml de la solucion de acido borico con indicador. Al capturar el
amoniaco, el color de la solucion de acido borico cambia de lavanda palido (lila) a
verde.

7.-Suspender la destilacion cuando se hayan colectado aproximadamente 200 ml de
condensado, incluyendo los 20 ml de la solucion de acido borico. Se retira el
matraz colector y se titula con H,50,0.02 N hasta que el color de la solucion vire
nuevamente de verde a lavanda palido.

Calculos

14000 X N
v

Nitrogeno organico en mg/L = (A - B)

Endonde:

A =volumen (ml) de la solucion de acido sulfurico 0.02 N gastados en la muestra
B = volumen (ml) de la solucion de acido sulflrico 0.02 N gastados en el blanco
V =volumen (ml) de muestra

N = Normalidad del acido sulfurico

14,000 = peso equivalente del nitrogeno, en mg

Nitrogeno total: N total Kjendah!=N-organico + N-NH,
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Cuestionario

1. Identifique las diferencias entre las técnicas para determinar nitréogeno amoniacal
y nitrogeno total.

2. ;Quesignifica digerir ta muestra?

3. ;Por qué se debe realizar la digestion bajo condiciones satisfactorias de
ventilacién y extraccion de gases?

4. ;Qué nos indica un alto contenido de nitrogeno organico en una muestra de agua
residual?

Bibliografia

1.- Sawyer, C.N., McCarty, P.L., Chemistry for environmental engineering, Mc Graw
Hill, U.S.A., 1978.

2.- APHA, AWWA, WPCF, Standard methods for examination of water and
wastewater, 17th Edition, APHA, U.S.A, 1989.

3.- Norma Mexicana NMX-AA-026-SCFI-2001. Analisis de agua.- Determinacion de
nitrogeno total Kjeldahid en aguas naturales, residuales y residuales tratadas-Método de
prueba.
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DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO (DQO)

introduccion

La demanda quimica de oxigeno {DQQ) es una medicion indirecta de la concentracion
de la materia organica total, degradable y no degradable, presente en una muestra de
agua. En aguas residuales municipales, el valor de la DQO representa de 3 a 5 veces el
valor de la DBO. Una de las limitaciones de la prueba de la DQO, es la imposibilidad para
diferenciar entre la materia organica biologicamente oxidable y la que es resistente a
dicha oxidacion; en tanto que su ventaja principal es el corto tiempo que se necesita para
hacer la determinacion. La medicion requiere aproximadamente 3 horas, en contraste
con los 5 dias que se necesitan para la medicion de la DBO. Una vez que se han acumulado
suficientes experiencias para establecer factores de correlacion confiables, los datos de
ta DQO se pueden interpretar en términos de su correspondencia con la DBO.

En aguas contaminadas con sustancias inorganicas oxidables, como: NO, "', Fe”, Mn™y
S?, se obtienen valores altos debido a que parte del oxigeno se consume en la oxidacion
de esos iones.

Principio

Para determinar la DQO a una muestra de agua se recurre a la oxidacion enérgica con
dicromato de potasio (a reflujo en un medio fuertemente acido), de la materia organicay
la materia inorganica oxidable que se encuentran en el agua. El exceso de oxidante se
mide por volumetria.

La prueba de la DQO es ampliamente utilizada para medir la contaminacion de las
aguas residuales domésticas e industriales. Esta prueba permite analizar {as aguas
residuales en términos de la cantidad total de oxigeno requerido para la oxidacion de la
materia organica e inorganica, a bioxido de carbonc y agua, de acuerdo con la ecuacion:

CHON, + (n+a/4-b/2-f1¢)0, nCO, + (a/2- 3/2 ¢} H,0 + cNH,

Los compuestos organicos, con muy pocas excepciones, pueden ser oxidados por la
accion de agentes oxidantes fuertes bajo condiciones acidas. La fraccion mayoritaria del
nitrégeno organico es reducida a nitrogeno amoniacal, como muestra la ecuacion, en
tanto que el nitrogeno presente en estados de oxidacion altos puede ser oxidado a
nitratos.

Compuestos organicos de bajo peso molecular y acidos grasos, no se oxidan con el
dicromato en ausencia de un catalizador, Los iones Ag'" son catalizadores eficientes para
dicha oxidacion. Los hidrocarburos aromaticos y las pirimidinas no se oxidan bajo ninguna
circunstancia.

Durante la determinacion de DQO, la materia organica se transforma, por reaccién
quimica, en CO, y H,0, de forma semejante a la asimilacion biologica de tas sustancias;

{0
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porejemplo, la glucosay la celulosa son completamente oxidadas al usar esta técnica. En
contraste, los residuos de pulpa de madera son pobremente degradados bioldgicamente
(DBQ) debido a su alto contenido de lignina, materia organica biolégicamente resistente.
Es por ello que los valores de DQO son generalmente mas altos que lo de DBO, para una
misma muestra.

Una de las principales limitantes de la utilidad de la DQO es que no permite
diferenciar entre la materia organica bioldogicamente oxidable y la biologicamente
inerte. Es decir, no proporciona informacion de la velocidad a la cual la materia organica
biologicamente activa podria ser estabilizada, bajo condiciones que existan en la
naturaleza.

La ventaja principal de la DQO es el corto tiempo que se requiere para su
determinacién (3 horas), en comparacion con los 5 dias que son necesarios, razén por la
gue ta DQO se usa en ocasiones en sustitucion de la DBO, para una estimacion empirica e
indirecta del contenido de materia organica en una muestra de agua.

La determinacion podria hacerse a escala macro (técnica de reflujo abierto), pero es
preferible hacerla a escala micro (técnica de reflujo cerrado) ya que como es de
esperarse, esta ultima genera menor volumen de contaminantes, ademas de gue oxida
maés eficientemente los compuestos organicos volatites debido a que, al no evaporarse, se
mantienen por mas tiempo en contacto con el oxidante.

Objetivo

# Determinar la demanda quimica de oxigeno en una muestra de agua residual

Equipo utilizado

—= Matraz volumétrico, 250 mt

—= Matraz volumeétrico, 50 ml

—= Bureta, 25 ml

—* Pinzas para bureta

— Pipeta serologica, 10 ml

—" 2 Soportes

" Frascos para residuos

—= Frasco gotero

— Piseta

— Espatula

— 3 Tubos de ensaye de 15 ml de capacidad, con tapon derosca
— Gradilla '

— Placa de calentamiento, con temperatura controlada (150 + 2°C)

— 3 Matraces Erlenmeyer de 125 ml
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Reactivos

«<*Solucion de dcido sulforico-sulfato de plata: Pesar 2.378 g de sulfato de plata y
disolver en 250 ml de H,50, concentrado (la disolucion requiere de 1 a 2 dias)

»*'Solucion indicadora de ferroina: Disolver en agua 0.743 g de 1,10-fenantrolina y
0.348 g de sulfato ferroso heptahidratado , afcrar a 50 ml y homogeneizar.

s*Solucion de digestion: dicromato de potasio 0.0167 M. Anadir 1.23 g de dicromato
de potasio, 41.8 ml de acido sulfurico concentrado (con cuidado) y 8.3 g de sulfato
mercurico, a 125 ml de agua destilada. Disolver, enfriar a temperatura ambiente y
diluira250 ml.

# Sulfato ferroso amoniacal (SAF) 0. 10 M: Disolver 9.8 g de sulfato ferroso amoniacal
hexahidratado Fe(NH,),(SO,} * 6H,0 en agua destilada. Anadir 5 ml de H,S0,
concentrado y diluir a 250 mi. Preparar el dia que va a ser utilizada ya que el titulo
cambia conforme pasa el tiempo. Para titularla, utilice en vez de muestra, 2.5 ml
de agua destilada y adicione los volimenes de reactivo que aparecen enla Tabla 1,
deje enfriar y titule con la solucién de sulfato ferroso amoniacal usando ferroina
como indicador.

ml de K, Cr,0,0.0167M x 0.10

M =
mt de SAF gastados
' ™~
@ 1.- Refrigerante
®_. ?‘ 2.- Matraz de reflujo
\.\ 3.- Parrilla eléctrica
a 4.- Soporte

. /

Fig. 9 Equipo Friedrich para determinacion de DQO
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Procedimiento
Técnica de reflujo cerrado

1.-Se recomienda analizar la muestra inmediatamente después de su toma, o
mantenerlaa 4°C.

2.-Lavar los tubos y los tapones con solucion al 20% de acido sulfdrico antes de
utilizarlos por primera vez.

3.-Consultar la Tabla 1 para seleccionar los volumenes adecuados de reactivos y
muestras, generalmente se utilizan muestrasde 2.5 ml.

4.-Colocar la muestra en el tubo y anadir la solucion de digestion. Verter con cuidado
el acido sulflrico-sulfato de plata de manera que se forme una capa de acido
debajo de la solucion de digestion.

5.-Apretar bien el tapon e invertir varias veces para obtener una mezcla homogenea.

6.-Cotocar tos tubos en la parrilla de calentamiento y fijar la temperatura en 150°C.
Mantener los tubos en reflujo durante dos horas.

7.-Dejar enfriar los tubos hasta temperatura ambiente. Vaciar el contenido a
matraces Erlenmeyer de 125 ml.

8.-Anhadir 1 o 2 gotas de indicador de ferroina y agitar mientras se titula con la
solucion 0.10 M de SAF. El punto final de la titulacion es et primer vire de azul-

verdoso a café-rojizo. El color azul-verdoso puede reaparecer después de algunos
minutos.

9_-Tratar de la misma manera el blanco de reactivos, que en lugar de muestra
contiene agua destilada.

Tablat1. Volimenes de muestra y reactivos para la técnica
de micro DQO

. Solucién de mL
digestion mb | H,50,-AgSO,

Volun+en

Muestra mi total mL

Tubo de digestién

Tubos de cultivo
16 x 100 mm 2.5
20 x 150 mm 5.0
25 x 150 mm 10.0
ampolletas de 10 mL 2.5
Calculos
Calcular utilizando la formula: A -
DQO em mg de O,/ = LA~ B)xMx8000

ml de muestra




Donde:

A= ml de SAF utilizades en la titulacion del blanco
B=ml de SAF utilizados en |a titulacion de la muestra
M=molaridad del SAF

8000= peso equivalente del oxigeno (mg)

Cuestionario

1. ;Por qué se recomienda analizar la muestra inmediatamente despues de su toma, o
mantenerla a 4°C?

2. ;Qué coloracion debe tener la muestra al concluir el reflujo y por qué? ;Qué
significa el que, antes de concluir el tiempo del reflujo, alguna de [a muestras tome color
verdoso?

3. La normatividad mexicana incluye la determinacion de DBO pero ya no contempla
lade DQO. ;Qué relacion existe entre esos dos parametros?

4. Revise las técnicas de DBO y DQO e identifique las ventajas o desventajas de cada
uno y dé una explicacion razonada de suinterrelacion.

5. Revise bibliograficamente las técnicas de reflujo abierto y reflujo cerrado e
identifique las ventajas o desventajas de cada uno y dé una explicacion razonada de su
interrelacion

Bibliografia

1.- Sawyer, C.N., McCarty, P.L., Chemistry for environmental engineering, Mc Graw
Hill, U.S.A., 1978,

2.- APHA, AWWA, WPCF, Standard methods for examination of water and
wastewater, 17th Edition, APHA, U.S.A., 1989.

3.- Centro Mexicano de Quimica en Microescala, Universidad lberoamericana, Notas
del curso, Experimentos de Quimica Ambiental, México, 2000.

4.- Norma Mexicana NMX-AA-030-SCFI-2001. Analisis de agua-Determinacién de la
demanda quimica de oxigeno en aguas naturales, residuales y residuales tratadas-
Método de prueba.
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.5 M demanda bioquimice de oxigeno

DEMANDA BIOQUIMICA DE OXiGENO (DBO)

Principio
La determinacion de la demanda bioquimica de oxigeno (DBO) es una prueba
empirica en la que se utilizan procedimientos estandarizados de laboratorio para

determinar los requerimientos relativos de oxigeno de las aguas contaminadas,
residuales y efluentes.

Esta prueba mide el oxigeno utitizado durante un periodo de incubacion especificado
para la degradacion bioquimica de materia organica (requerimiento del carbono). Se
mide también el oxigeno utilizado para oxidar las formas reducidas de nitrogeno
(requerimiento del nitrogeno) a menos que se impida esta oxidacién por medio de un
inhibidor.

Los procedimientos de siembra y disolucion proporcionan una valoracion de DBO a un
pH entre 6.5 y 7.5; se debe utilizar un inhibidor quimico para evitar la interferencia de
nitrogeno.

Método de DBO,

El método consiste en llenar hasta rebosar, con la muestra problema, un frasco
hermético del tamano especificado e incubarlo a una cierta temperatura durante 5 dias.
Antes y después de la incubacion se mide el oxigeno disuelto (OD), la DBOQ, se calcula a
partir de la diferencia entre el contenido de oxigeno inicial y el final. Debido a que el
oxigeno disuelto se determina inmediatamente después de hacer la dilucion, todo el
oxigeno captado, incluido el que reacciona durante los primeros 15 minutos, aparece en
la determinacién de laDBO;.

La muestra de agua debe analizarse inmediatamente, o almacenarla enrefrigeracion
aunatemperaturade4°C.

Objetivo

# Determinar la demanda bioquimica de oxigeno en una muestra de agua residual

Equipo utilizado

~—= incubadorarefrigerada a 20 +1°C
—* Equipo de aireacion, con compresor, trampa para grasas y difusor {deseable)
—= Medidor de concentracion de oxigeno disuelto
E Matraz aforado, 1L
Botellas Winkier, 300 ml
Pipetas volumétricas con punta alargada




Lo Metodologias paro Evaluar la Calidod del Agua Espinosa V. / Delfin A. / Herndndez O.

Reactivos

#Solucion amortiguadora de fosfatos: Disolver en 500 ml de agua 8.5 g de KH,PO,,
33.4gdeNa,HPO, = 7H,0, 21.75gde K HPO, y 1.7g de NH,Cl. Dituira 1L.

#*Solucion de sulfato de magnesio: Disolver 22.5g de MgSO, *7H,0 en agua destilada y
dituir a unlitro.

#Solucion de cloruro de calcio: Disolver en agua destilada 27.5 g de cloruro de calcio
{CaCl,) y aforara 1L.

#Solucion de cloruro ferrico: Disolver en agua destilada 0.25 g de FeCl, = 6H,0 y diluir
all.

#° Solucion de acido sulfurico 0.1N (2.8 ml de H,50, concentrado/ litro}
#° Solucion de NaOH 0. 1N ( 4 g de NaOH/litro)

Preparacion del agua de dilucidn. Adicionar 1 ml de cada uno de los reactivos 1,2, 3y
4 por cadalitro de agua destilada, previamente saturada con aire.

Procedimiento

1.-Medir el pH de las muestras y, si fuera necesario, neutralizarlas (pH 6.5-7.5)
adicionandoles gotas de la solucion de H,SO, o de NaOH, segln se requiera.

2.-5i la DBO, de la muestra no excede de 7 mg/L no es necesario diluirla. Se le debe
llevar a una temperatura de 20°C y airearla durante 30 minutos. Preparar muestras
por triplicado.

3.-Si la DBO, de la muestra excede 7 mg/L preparar una serie de diluciones de la
muestra, con agua de dilucidn, llenando por cada una de ellas tres botellas
Winkler. Para diluirla se deben medir, con una pipeta volumétrica, volimenes
apropiados de la muestra (1, 2y 3 ml}, vaciartos en botellas de Winkler (3, de cada
dilucion) y completar el volumen con agua de dilucion. Las botellas deben quedar
completamente llenas para que no queden burbujas de agua, pero sin que et
liguido se derrame. La tabla | muestra las diluciones recomendadas para
diferentes tipos de agua.

4.-Analizar de inmediato el oxigeno de una de las botellas correspondientes a cada
dilucion (método yodomeétrico o electrométrico). Incubar tas demas botellas a
22°C durante 5 dias, manteniendo un sello hidraulico que impida el contacto con el
aire atmosférico.

5.-Después de 5 dias de incubacion determinar la cantidad de oxigeno disuelto en las
muestras que fueron incubadas.

6.-Si por su origen y apariencia o, en el caso de muestras coloreadas, o que han
estado sometidas a elevadas temperaturas o a condiciones extremas de pH, se
presume que la muestra de agua problema tiene bajo contenido de
microorganismos, antes de incubarse, las muestras deben inocularse con agua de
dilucion a la que se le ha agregado de 1 a 10 mt de agua residual doméstica por
litro. En este caso, se debera corregir el valor de DBO, determinando la DBO, del
agua de dilucion inoculada y restandolo al valor experimental encontrado.
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Calculos

oD, - OD,

DBO; =

Donde:

0D, = oxigeno disuelto wnicial, mg/L

dilucion de la muestra, expresada en decimales

0D, = oxigeno disuelto en las muestras incubadas durante 5 dias, mg/L

Tabla 1. Yoldmenes de muestra recornendados para diluciones
al hacer la prueba de ta DBO..

d Pdlid

Aguas de desecho industrial concentrado 500 - 5000 0.2-0.5
Aguas residuales domésticas 100 - 500 0.5-5.0
Efluentes tratados 20 - 100 5.0 - 40.0
Aguas contaminadas de rio 5-20 40.0 - 250.0

Cuestionario

1. {Por que debe analizarse la muestra de inmediato o ser mantenidaa4°C?
2. ;Cual eslarazon para utilizar 20- 22°C, como temperatura de incubacion?
3. Se indica que en caso de DBO elevada se diluya la muestra. ;Cual es la razon para

hacer dicha dilucion?

4, ;Como funciona el "sello hidraulico” de un frasco Winkler?

Bibliografia

1.- Sawyer, C.N., McCarty, P.L., Chemistry for environmental engineering, Mc Graw

Hill, U.S.A., 1978.

2.- APHA, AWWA, WPCF (1989), Standard methods for examination of water and

wastewater, 17th Edition, APHA, U.S.A.

3.- Norma Mexicana NMX-AA-028-SCFi-2001. Analisis de agua-Determinacion de
demanda bioquimica de oxigeno en aguas naturales (BO5) y residuales y residuales

tratadas- Método de prueba.
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COLIFORMES FECALES POR FILTRACION DE MEMBRANA
Principio

Las bacterias coliformes incluyen los géneros Escherichia y Aerobacter. El uso de
coliformes como indicador es complicado, ya que ambos pueden crecer en la tierra. Por
eso la presencia de coliformes no siempre indica contaminacion por desechos humanos.
Aparentemente Escherichia coli es enteramente de origen fecal.

La prueba estandar para determinar un grupo de coliformes puede efectuarse
utilizando la tecnica de filtracion por membrana, para la determinacion de ta presencia
de bacterias indicadoras en grandes volimenes de agua, mediante conteo directo.

Esta determinacion puede llevarse a cabo pasando un volumen conccido de agua a
través de un filtro membrana que tiene un tamano de poro muy pequeno (0.45 mm). Las
bacterias se retienen en el filtro debido a que el tamano de estos microorganismos es
mayor que el de los poros. Despues las bacterias se ponen en contacto con agar que
contiene los nutrientes necesarios para el crecimiento de las bacterias. Despues de la
incubacién, las colonias de cotiformes pueden contarse, y la concentracion original de la
muestra de agua puede ser determinada.

Objetivo

#° Determinar los coliformes fecales presentes en una muestra de aguaresidual

Equipo utilizado
— Autoclave [—- Alcohal, etanol o metanol, en frasco
—= Incubadoraa 35 +0.5°C pequeno de boca ancha
—= Esterilizador de pipetas de acero —= Mechero Fisher
inoxidable —= Pipetas bacterioogicas o Mohr,
—= Contador de colonias, manual de vidrio'
—= Unidad de filtracion de membrana - Frascos pyrex para dilucion con marca a
(base de filtro y embudo}’ los 99 ml, con tapon de roscay sellos de
—= Soporte multiple para unidades de neopreno’
filtracion [~ Frascos ambar de reactivos de 250 ml
L' Bomba de vacio con trampade agua. [ - Matraces Erlenmeyer para preparacion
— Matraz Kitazato con accesortos para del medio de cultivo
filtracion al vacio — Filtros de membrana de 47 mm de
— Pinzas bacteriologicas, planaso diametro, con cuadriculay tamano de
curvas, con puntas lisas porode 0.45 mm
- Cajas petride 506 60 mm de diametro — Cojines absorbentes
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7 Este material debe estar envuelto en papel aluminio o estraza y haber sido
esterilizado en la estufaa 180°C durante 3 horas.

Reactivos

Medio de cultivo: Puede ser caldo o agar. Para el caso en que se emplee el caldo se
requieren cojines absorbentes estériles del tamano del filtro. El agar se vierte
directamente sobre la caja de petri.

{.- Caldo M-FC

#Solucion 0.2 Nde NaOH.

#Solucion de acido rosolico: Disolver 1g de acido rosélico en 100 ml de solucion
NaOH 0.2N . Guardar enun frasco ambar a 4°C, desechar después de dos semanas.

#* Caldo M-FC: Tomar 10 ml de la solucion de acido rosolico, agregar 1 litro de agua
destilada y 37g de medio M-FC. Calentar en bano maria hasta que se disuelva.
Desechar la solucion que no se emplee en el término de 96 horas. No se esterilice
en el autoclave.

{l.- Aear M-FC

s Agregar 48g de agar M-endo LES a 1 litro de agua destilada que contenga 20 ml de
etanol de 95%. Calentar hasta la ebullicion y enfriar para obtener una pelicula de 2
mm, dejar que solidifique. Proteger de la luz el medio preparado; puede
almacenarse a 4°C hasta por 2 semanas.

Ill.- Agua de dilucion
Puede emplearse cualquiera de las dos formulas siguientes:
a) Agua buffer de fosfatos

#Solucion 1 N de NaOH

#*Solucion stock buffer de fosfato: En 500 ml de agua destilada disolver 34g de KHPQ,
ajustar el pH de la solucion a 7.2 con la solucion de NaOH y aforar a 1000 mi con
agua destilada. Esterilizar mediante filtracion de membrana, o en el autoclave (15
min. a 121°C).Conservar a 4°C hasta su empleo. Manejar asépticamente. Desechar
y preparar una nueva solucion si se observa cualquier signo de contaminacion.

#Solucion de cloruro de magnesio: Diluir 3.8g de MgCl, en 100 ml de agua destilada.

#Solucion de trabajo: Diluir 1.25 ml de la solucion stock buffer de fosfatoy 5 ml de la
solucion de MgCl, en 1000 mL de agua destilada. El pH final de la solucion debera
ser7.2 0.1,

20088
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b) Agua de dilucion de peptona

Diluir 1¢ de peptona en 1000 ml de agua destilada. El pH final de la sotucion debera
ser 7.0 £0.1. Esterilizar en autoclave 30 minutosa 121°C.

Procedimiento

1) Esterilizar la mesa de trabajo cuidadosamente, rociandola con alcohol vy
flameando. Trabajar con mecheros Fisher encendidos o dentro de la campana de
flujo laminar.

2) Preparar el medio requerido para la prueba y el agua de dilucion. Si el medio es
agar, enfriar a temperatura ambiente para que solidifique enlas cajas de petri.

3) Si se emplea caldo, colocar el cojin absorbente en el fondo de una caja petri
estéril; emplear pinzas estériles para colocar los cojines. Esterilizar las pinzas
sumergiéndolas en el frasco con alcohol y flameandotas. Ahadir aproximadamente
2 ml de caldo al cojin, saturandolo sin anegarlo. Drenar el exceso de caldo si es
necesario.

4) Para diluir una muestra, se transfiere un volumen conocido (usualmente 1.0 ml de
muestra, aunque se pueden usar otras cantidades) a través de una serie de
volimenes conocidos (9 6 99 ml) de agu a de dilucion. Repetir este procedimiento
hasta alcanzar ta densidad bacteriana deseada. Para facilitar su calculo y su
preparacion, las diluciones en serie deberan efectuarse empleando cada vez,
volumenes diez veces mayores, lo que se conoce como diluciones decimales.

Los limites aceptados normalmente para enumerar colonias en el método de
filtracion de membrana{20-60, 20-80 o 20-100) requieren que las series de diluciones
decimales sean modificadas.

El método recomendado para obtener conteos dentro de los limites es la filtracion
de volumenes de dilucion de las series decimales que tengan un factor de 3, 4 0 5 entre
ellas como se muestraen la tabla.

El procedimiento para llevar a cabo las diluciones es el siguiente:

1.-Extraer 1.0y 0.1 ml de la muestra original para probar las muestras directamente,
empleando volimenes de 1 x 10°y 1 x 10" ml, respectivamente.

2.- Transferir un segundo volumen de 1.0 ml a un frasco de dilucion con 99 ml de
solucion buffer (dilucion A). Agitar la muestra vigorosamente 25 veces y extraer
1.0 mt de la muestra diluida para analisis de los volumenes de muestra de 1x10” y
1x107.
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La dilucion resultante se calcula de la siguiente manera:

Volumen de la muestra
Volumen del testigo de dilucidn + volumen de muestra

Relacion de diluciéon =

o bien:
1.0 mt __1
99.0+1.0ml 100
VOLUMENES DE MUESTRAS RECOMENDADOS PARA EL ANALISIS DE FILTRACION DE MEMBRANA

Intervalos de conteo de colonias en filtros de membrana
20-60 20-80 20-100

B En forma de: B . En forma de: B En forma de:
5§ E 6§ E S g E
260 20 326
g S s

0.01 1 ml de 107 0.04 4 ml de 10° 0.01 1 mi de 10° |

0.03 3 ml de 10” 0.15 1.5 ml de 107? 0.05 5 ml de 107

0.10 | 1mlde10"

0.30 3mlde 10 0.50 5 ml de 10" 0.25 2.5ml de 10"

1.00 1 ml de muestra

3.00 3 mi de muestra 2.00 2 ml de muestra 1.25 1.25 ml de muestra
10.00 10 ml de muestra 8.00 8 ml de muestra 6.00 6 mi de muestra
30.00 30 ml de muestra 30.0 30 m! de muestra 30.0 30 mi de muestra

3. Cuando se transfiere 1.0 ml de la dilucion A, a un segundo frasco de dilucion B, la
relacion de dilucion para el frasco B corresponde al producto de las diluciones
individuales, como sigue:

A x B = Relacion total o final de dilucion

o bien:
LV DR
100 100 10,000
Los volimenes de 0.1 mL pueden analizarse directamente de cada disolucion de

unaserie, paradar dilucionesintermedias.

4.-Ordenar las cajas petri en series de acuerdo a las diluciones y marcar cada caja
para identificar la muestra, el volumen filtrado y la dilucion.

5.- Usando pinzas estériles colocar el filtro de membrana con la cuadricula hacia
arriba sobre la placa porosa de la base del filtro. Los filtros deben tomarse
exclusivamente por las orillas para evitar tocar las areas de fittrado o danar la
superficie del filtro de membrana.
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6.-Colocar el embudo sobre la base de la unidad de filtracion, cuidando de no dafar o
desacomodar el filtro de membrana. Este filtro quedara sujeto entre el embudo y
la base.

7.-Agitar vigorosamente el frasco que contiene la muestra o dilucion {cerca de 25
veces).

8.-Preparar por lo menos tres diluciones por muestra, ya que la técnica de filtracion
de membrana sélo acepta de 20 a 80 colonias por filtro. Medir el volumen deseado
de muestra en el embudo con el vacio apagado.

9.-Con el fin de medir el volumen de muestra con precision y obtener una buena dis-
tribucion de las colonias sobre la superficie del filtro, se recomienda lo siguiente:

a,

Para volumenes de muestra de 20 ml o mas; Medir la muestra en una probeta
estéril y verterla en el embudo. Enjuagar la probeta dos veces con agua de
dilucion esteril y verter el enjuague al embudo. Para aguas potabtes, un volu-
men de 100 m! puede ser medido directamente en un embudo precalibrado.

. Para volumenes de muestra de 10 a 20 ml: Medir la muestra con una pipeta

estérilde 106 20 mlyvertertaen el embudo.

. Para muestras de volumenes inferiores a 10 ml: Verter aproximadamente 10 ml

de agua de dilucién estéril en el embudo y anadir la muestra al agua esteril con
una pipeta esteril.

. Para muestras de volumen inferior a 0.1 ml: Preparar diluciones de acuerdo con

el procedimiento de la seccion correspondiente.

. El tiempo que pase entre la preparacion de las diluciones y la filtracion, debe

ser minimo y nunca exceder los 30 minutos.

. Encienda el vacio para filtrar la muestra. Dejarlo encendido mientras se

enjuagan las paredes del embudo al menos 2 veces con 20 6 30 ml de agua de
dilucion esteril. Apagar el vacio.

. Remover el embudo de la base de la unidad de filtracion.
. Sosteniendo el filtro de membrana por las orillas con las pinzas esterilizadas;

levantarlo delicadamente y colocarlo en la caja petri con la cuadricula hacia
arriba. Deslice el filtro sobre el agar o el cojin absorbente.

Invertir la caja petri e incubarla por 24 horas para determinar coliformes
totales.

Conteo de colonias: La cuadricula det filtro de membrana, se emplea en el
conteo de colonias. Contar las colonias en aguellos filtros que contienen de 20
a 80 colonias con un brillo verde metalico en la superficie y menos de 200
colonias de bacterias en total.

. Se recomienda el empleo de un microscopic binocular de diseccion con

ampliacion de 100 15x.

—&
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l. Es importante que siga el patron de conteo indicado en la figura siguiente.
Algunas colonias creceran sobre {as lineas de la cuadricula. La figura siguiente
sugiere un procedimiento para reducir el error al contar estas colonias, que
debera hacerse segun los cuadros que indican la flecha.

.
Fig. 8
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Patron de conteo de colonias (el circulo interior indica el

?

I
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area efectiva de filtracidn, la linea punteada es et patrén).

Amplilicacién de la cuadricuta del filtro para conteo de
colonias que intersectan a la misma {las flechas indican
el cuadro al que corresponde la coloma contada)

m. Una lampara fluorescente perpendicular al filtro de membrana es de gran
utilidad. Las colonias deben contarse individualmente, aln cuando estén en
contacto unas con otras. El técnico debe aprender a reconocer la diferencia
entre dos o mas colonias que han crecido juntas y una colonia (Onica de
crecimiento irregular. Las colonias que crecen juntas, muestran
invariablemente una linea de contacto finisima.

Calculos

1.- Se selecciona el filtro de membrana con el nimero de colonias en el intervalo
aceptabley se calculala cuentaen 100 ml de acuerdo con la formula generat:

numero de colonias contadas x 100

Cuenta en 100 mL =

Volumen de muestra filtrada en ml.

2.- El intervalo aceptable de colonias que puede contarse sobre una membrana esta
en funcion de algin parametro, es decir, para que el resultado de la prueba tenga
validez, el numero de colonias de coliformes totates no debe ser inferior a 20 ni
mayor a 80, existiendo un limite de 200 colonias de cualquier tipo.

3.- Elanatista no tendra necesidad de contar las colonias de todos los filtros. Después
de revisarlos, seleccionara aguellos que tengan de 20 a 80 colonias de coliformes y

se abocaraacontarlos.

4.- Despues de seleccionar los mejores filtros de membrana para conteo, reportara el
resultado efectuando la media aritmeética de los resultados.
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5.- Si todos los conteos se encuentran por debajo del limite inferior, se seleccionara
el conteo que mas se acergue a dicho limite. En el caso de aguas potables este
limite es cero.

6.- Si todos los conteos de las membranas, son iguates a cero, se efectua un calculo
estimado el numero de colonias que habrian existido en 100 ml(n), si para el
maximo volumen de muestra filtrada hubiera aparecido una colonia y se reportan
como: ‘menos de ncoliformes en 100 mi".

7.- Si todos los conteos se encuentran por arriba del limite superior, la cuenta se
calcula con la muestra de volumen mas pequeno filtrado y se reporta como:
“conteo estimado en n colonias en 100 ml".

8.- Si tas colonias son en exceso numerosas e impiden el conteo se toma el valor del
limite maximo (80 colonias, en el caso de coliformes totales)como la base para el
calculo de n, empleando el volumen de muestra mas pequena y se reporta como:
"mas de n coliformes en 100 ml".

9.- Si no existen resultados por algun error o accidente en el laboratorio se reporta
como: "sin resultados” y se especificalarazon.

Cuestionario

1. ;Qué organismos comprende el grupo de los coliformes?

2. ;Cudles la prueba presuntiva y cual la confirmativa?

3. ;Cuates son los coliformes fecales? ; Por que son importantes?
4. ;Qué es un organismo indicador?

5. ;Qué significa NMP?

Bibliografia

1.- Sawyer, C.N., McCarty, P.L., Chemistry for environmental engineering, Mc Graw
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