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PRESENTACION

El manual de determinacién de nitrégeno total amoniacal con micro digestor y destilador
marca Labconco, permitird a los estudiantes realizar la determinacién de nitrégeno total o
nitrdgeno Kjeldahl, nitrbgeno amoniacal y nitrégeno organico en aguas naturales y

residuales.

Los pardmetros anteriores se determinan en las practicas de laboratorio de las unidades
de aprendizaje de quimica del agua, hidroquimica y contaminacion y tratamiento de los
recursos hidricos. Las unidades de aprendizaje pertenecen al programa académico de la
Maestria y Doctorado en Ciencias del Agua del programa del Centro Interamericano de
Recursos del Agua.

Los alumnos generan un reporte con los resultados de los parametros antes
mencionados, agrupando los mismos con otros resultados de parametros fisicoquimicos
adquiridos en el laboratorio para su discusion e interpretacion. El reporte lo entregaran al

docente para su evaluacion.

Para el desarrollo del presente manual se realizaron pruebas en el laboratorio con el

equipo para corroborar la reproducibilidad de los resultados obtenidos.
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1. INTRODUCCION

Las formas de nitrégeno de mayor interés en las aguas naturales y residuales son, por
orden decreciente de su estado de oxidacién, nitrato, nitrito, amoniaco y nitrégeno
organico.

El nitr6geno organico y amoniacal puede ser determinado por el método Kjeldahl, el cual
aplica para la determinacion del contenido de nitrdgeno en sustancias orgénicas e
inorgénicas.

El nitrégeno organico incluye productos naturales como las proteinas y péptidos, acidos
nucleicos y urea, y numerosos materiales organicos sintéticos. El amoniaco se encuentra
en forma natural en las aguas superficiales y residuales. Se produce en gran parte por
desaminacion de los compuestos organicos nitrogenados y por hidrolisis de la urea.

La presencia de nitrégeno organico y amoniacal en un agua natural es un indicativo de la
reciente contaminacion, teniendo en consideracion que con el tiempo el nitrégeno
organico disminuye mientras el nitrdgeno organico aumenta.

Se define a continuacién el nitrégeno total Kjeldahl como la suma de nitrdgeno amoniacal
y nitrégeno organico los cuales son convertidos a sulfato de amonio ((NH4)2SO.), bajo
condiciones de ciertas condiciones de digestion. El nitrdgeno organico Kjeldahl es definido
como la diferencia del nitrégeno Kjeldahl y el nitrgeno amoniacal.

El nitrogeno organico Kjeldahl puede ser determinado directamente por remocion del
nitrégeno amoniacal antes de la digestion.

El nitrégeno Kjeldahl puede ser dividido en tres procesos basicos:
1. Digestién
N - Organico + H.SO4 ——> (NH.),S0Os + H,O + CO;
2. Destilacion
(NH2):SOs +2NaOH —> NHs + Na,S04 + H,0
NHz +HsBOs ~— ~ NHs* + H,BOs + H3BO3
3. Titulacion
2NH4H2BOs + H3SOs ——> (NH4):SO4 + 2H3BOs
El método es aplicable a muestras de agua naturales, residuales y residuales tratadas.

El objetivo de este manual es determinar el nitrégeno total, organico y amoniacal con el
equipo de micro digestion y destilacion marca Labconco.



2. DESCRIPCION DEL LOS EQUIPOS
a) Micro digestor
El digestor micro Kjeldahl que se muestra en la figura 1 fue disefiado para la digestién

de muestras que contienen nitrégeno, tiene la capacidad para 6 matraces de 100 mL.
Cuenta con 6 parillas y cada una tiene un controlador individual.

Fuente: http://www.labconco.com/product/micro-digestor-2/976

Figura 1. Micro digestor marca Labconco, modelo 60300-00

Aparato de digestion

Las partes del equipo se enumeran a continuacion:
1. Soporte del colector.
2. Colector de vidrio.
3. Parrilla de calentamiento.
4. Tornillos ajustadores de altura.
5. Interruptor de control térmico variable.
6. Matraz bola de 100 mL cuello largo.

La parrilla a utilizar puede variar con respecto a la base que soporta los matraces. En este
caso se muestra la de resistencias expuestas, la otra tiene un espacio hueco donde
embonan los matraces y el calentamiento es uniforme.



b) Destilador

El aparato de destilacion Labconco fue disefiado para trabajar muestras de manera semi
autématica. El aparato puede ser utilizado para muestras que contengan niveles micro y
macro de nitrégeno.

Fuente: http://www.labconco.com/product/micro-digestor-2/976

Figura 2. Destilador marca Labconco, modelo 65000

El aparato de destilacion acepta un volumen aproximado de 50 mL.

Las partes del equipo se enumeran a continuacion:
1.

CoNokwN

Soporte. Es una pieza de ensamble de poliestireno para soportar el equipo de
destilacion.

Botén de encendido y apagado.

Control de calentamiento.

Equipo de vidrio de borolicato.

Llave de teflon

Resistencia

Enchufe de calentamiento.

Plataforma para vaso de precipitado.

Abrazadera grande.

10. Abrazadera chica.
11. Tornillo para abrazadera chica y grande.


http://www.labconco.com/product/micro-digestor-2/976

3. INTERFERENCIAS

Nitratos
Interferencia negativa
El nitrato en concentraciones por arriba de 10 mg/L puede oxidar parte del amoniaco
liberado produciendo N:O.

Interferencia positiva
Con la presencia de la materia organica reductora, el nitrato puede reducirse a
amoniaco.

La reaccion entre el nitrato y el amoniaco puede prevenirse con el uso de una resina de
intercambio i6nico (en forma de cloruros) para remover el nitrato.

Sales 0 materia organica
Una gran cantidad de sales o materia inorganica en la muestra se pueden disolver
durante la digestion, la temperatura podria alcanzar los 400°C; esta temperatura es el
punto pirolitico menor del nitrdgeno. Para prevenir que se presenten estas altas
temperaturas, afiadir mas acido sulfarico para mantener el balance sal-acido.

No todas las sales incrementan la temperatura hasta 400°C, por lo cual la adicién a la
muestra de 1 mL de H,SO./g de sal proporciona resultados aceptables. La adicion de
acido debe hacerse por igual a la muestra, blanco y estandares.

Tener cuidado con la cantidad de acido adicionado ya que un exceso disminuye la
temperatura de destilacion por debajo de 380°C, lo cual resulta en una digestion y
recuperacion incompleta.

Las sales o solidos en grandes cantidades pueden causar golpeteo durante la
destilacion. Si esto ocurre afadir mas agua de dilucién después de la digestion.

La materia organica durante la digestion es oxidada por el H.SO4 a CO, y H.O. Si
estuviera presente una gran cantidad de materia organica, se consume mucho 4cido;
para prevenir esto se recomienda aumentar la proporcion de sal-acido y la temperatura
de digestién. Si estd presente una gran cantidad de materia organica, resulta en
perdida pirolitica del nitrégeno. Para prevenir esta situacion afadir al matraz de
digestién 3.33 mL de H.SO. concentrado por cada g de DQO. Alternativamente, afiadir
16.67 mL mas de reactivo de digestion por cada gramo de DQO. La adicién de mas
acido puede ocasionar la necesidad de afiadir mas reactivo hidréxido-tiosulfato de
sodio para lograr el pH alto requerido para la destilacion.

Reactivos para la preparacién de las disoluciones
El blanco de reactivos debe ser tratado igual que las muestras debido a que los
reactivos pueden contener trazas de amoniaco.

Cloro residual
Es necesario eliminar el cloro residual porque reacciona con el nitrégeno amoniacal. Se
puede eliminar agitando la muestra o dejandola expuesta a la luz solar por lo menos 1
h.



4. MUESTREO Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Deben tomarse un minimo de 500 mL de muestra; en un envase de polietileno. Las
muestras pueden ser compuestas o simples.

Las muestras deben preservarse con acido sulfarico (1:1) a un pH de 1.0 a 2.0.
Posteriormente han de mantenerse a 4 + 2°C hasta su analisis.

El tempo méximo de almacenamiento es de 30 dias, en condiciones de obscuridad.

5. EQUIPO Y MATERIAL DE LABORATORIO

Equipo de digestion y destilacion
Balanza analitica con precision de 0.0001 g
1 Caja tiras reactivas de pH

1 Pizeta

3 Pipetas serologicas de 10 mL

2 Probetas de 50 mL

2 Perillas succionadoras

1 Bureta de 50 mL semiautomética
4 Matraces Erlenmeyer de 50 mL
1 Vaso de precipitado de 100 mL

1 Matraz Erlenmeyer de 125 mL

1 Frasco con gotero

1 Vaso de precipitado de 10 mL

6 Matraces Kjeldahl de 100 mL

NOTA: Si se considera necesario remojar durante 1 h en una disolucién de acido sulfarico
al 10 % y enjuagar con agua destilada.

6. REACTIVOS

Agua con una conductividad a 25°C de 5.0 uS/cm y un pH entre 5y 8.
Acido bérico (HzBO3)

Acido sulfamico (H.NSO3H) u otra sal organica que contenga nitrogeno
Acido sulfarico concentrado (H2SO,)

Alcohol etilico (CH3CH2OH) o Alcohol isopropilico (CH3CH(OH)CH5)
Carbonato de sodio anhidro (Na>COs), material de referencia

Cloruro de amonio (NH4Cl)

Hidroxido de sodio (NaOH)

Indicador de rojo de metilo (C1sH15N302)

Indicador de azul de metileno (C1sH1sNsSCl)

Naranja de metilo, sal sddica (C14H14N3sNaOsS)

Sulfato de cobre (ll) anhidro (CuSO.)

Sulfato de potasio (K.SO4)

Tetraborato de sodio decahidratado (Na>B.O-; 10H,0)

Tiosulfato de sodio pentahidratado (Na,S>03 5H,0)



7. PREPARACION DE DISOLUCIONES

Disolucion indicadora de acido borico

Pesar aproximadamente 2.0 £ 0.05 g de acido bdrico, disolver en 50 mL de agua, agregar
1 mL de la mezcla de indicadores y diluir a 100 mL. Guardar la disolucién en un envase
de plastico o en un contenedor libre de boro, preparar mensualmente.

Mezcla de indicadores

Pesar aproximadamente 0.020 = 0.0005 g de indicador rojo de metilo diluir a 10 mL con
alcohol.

Pesar aproximadamente 0.010 £ 0.0005 g de indicador azul de metileno y diluir a 5 mL
con alcohol. Mezclar las dos disoluciones en un frasco de vidrio. Preparar mensualmente.

Disolucién de tetraborato de sodio (0.025 M)
Pesar aproximadamente 0.95 + 0.02 g de tetraborato de sodio decahidratado, disolver en
50 mL de agua y diluir a 100 L con agua.

Disolucién amortiguadora de boratos
Afada 8.8 mL de la disolucién de NaOH 0.1 M a 50 mL de disolucion de tetraborato de
sodio 0.025 My diluir a 100 mL con agua.

Disolucién de hidréxido de sodio (= 0.1 M)
Pesar aproximadamente 0.4 £ 0.01 g de hidroxido de sodio y disolver en 50 mL de agua,
dejar enfriar hasta temperatura ambiente y llevar a 100 mL.

Disolucién de acido sulfurico (= 0.03 M)
Preparar una disolucion de acido sulftrico diluyendo 0.6 mL en 200 mL de agua.

Disolucién valorada de acido sulfurico (= 0.006 M)
Diluir 200 mL de la disolucién de acido sulftrico 0.03 M en 1 L de agua.

Titular la disolucién de acido sulfarico obtenida con una disolucién de 30 mL de agua libre
de di6xido de carbono y 0.0318 + 0.0005 g de carbonato de sodio anhidro, previamente
secado por 1 h a 140 £ 2 °C, y 2 gotas del indicador anaranjado de metilo; titular esta
disolucién con el acido sulfarico hasta que el indicador vire de amarillo a canela.

Disolucién de anaranjado de metilo.
Pesar 0.025 + 0.0025 g del reactivo anaranjado de metilo y diluir a 50 mL con agua.

Reactivo para la digestion.

Pesar aproximadamente 26.8 + 0.1 g de sulfato de potasio y 1.46 = 0.04 g de sulfato de
cobre (1) anhidro disolver en 160 mL de agua destilada, agregar cuidadosamente 26.8 mL
de &cido sulfarico concentrado. Dejar enfriar hasta temperatura ambiente y diluir la mezcla
a 200 mL con agua. Almacenar la disolucion a una temperatura de 20 + 5 °C para evitar la
cristalizacion.

Disolucion reactiva de hidroxido-tiosulfato de sodio

Pesar aproximadamente 100 £ 0.1 g de hidroxido de sodio y 5.0 £ 0.1 g de tiosulfato de
sodio pentahidratado disolver en agua; dejar enfriar hasta temperatura ambiente y diluir a
200 mL con agua.



Disolucion de hidroxido de sodio (= 6 M)
Pesar aproximadamente 48 + 0.1 g de hidroxido de sodio disolver en agua; dejar enfriar
hasta temperatura ambiente y diluir a 200 mL con agua.

Disolucién de nitrogeno amoniacal (0.07 M)
Pesar aproximadamente 0.3819 + 0.01 g de cloruro de amonio disolver y diluir a 100 mL
con agua.

Disolucién de nitrégeno orgénico (0.07 M)
Pesar aproximadamente 1.386 + 0.04 g de acido sulfamico disolver y diluir a 200 mL con
agua.

Disolucién de hidréxido de sodio para neutralizacion (= 12,5 M)
Pesar aproximadamente 100 + 0.1 g de hidroxido de sodio disolver en agua; dejar enfriar
hasta temperatura ambiente y diluir a 200 mL con agua.

Disolucién de &cido sulfurico para neutralizaciéon (= 5 M).
Tomar 100 mL de &cido sulfarico concentrado y disolver en agua; dejar enfriar hasta
temperatura ambiente y diluir a 200 mL con agua.

8. PROCEDIMIENTO

Limpiar el equipo de destilacién antes de utilizarlo, destilando una mezcla (1:1) agua y
disolucion hidréxido-tiosulfato de sodio hasta que el destilado esté libre de amonio. Esta
operacion debe realizarse cada vez que el aparato este fuera de servicio.

Realizar el analisis del blanco y las muestras por triplicado.

8.1 DETERMINACION DE NITROGENO AMONIACAL

a) Preparacion de la muestra y el acido bérico

1. Medir 30 mL de agua destilada, control o muestra en una probeta.

2. Medir el pH, ajustar el mismo de ser necesario cercano a 7.0 con disolucion de
hidréxido de sodio 12.5 M o disolucion de acido sulfurico 5 M.

3. Adicionar 1.5 mL de solucion amortiguadora y ajustar el pH a 9.5 con disolucién de
hidréxido de sodio 6 M.

4. Colocar 3 mL de acido bérico en un matraz Erlenmeyer de 50 mL.

b) Destilacion

1. Abrir la llave de agua que se conecta al refrigerante, mantener la corriente de agua
al minimo considerando que se mantenga frio el refrigerante.

2. El matraz con la resistencia de calentamiento se debe mantener con 2/3 de agua
destilada, durante la sesion de trabajo colocar agua destilada para reemplazar la
evaporada.

3. Presionar el botén de encendido.

4. Permitir que se alcance el equilibrio térmico. La destilacion debe estar entre 4 — 5
mL/min.



No

9.

Colocar el matraz Erlenmeyer de 50 mL con la solucion de acido bdrico, la punta
del condensador debe estar sumergida por debajo de la superficie del liquido.
Checar que las llaves de teflon estén cerradas.

Colocar en el cono de adicion la muestra, abrir la llave de teflon del cono y
terminar de verter la muestra. Cerrar la llave de teflon.

Retirar el matraz colector después de recuperar 20 mL de destilado incluyendo los
3 mL de la disoluciéon de acido bérico y titular con disolucién de acido sulfarico 0.03
0 0.006 M hasta que el indicador en la disolucion vire de verde esmeralda a
morado. Registrar el volumen gastado de acido.

Permitir que continde la destilacién por 1 min o 2 min mas para que el sistema se
limpie.

10. Apagar el equipo de destilacion.
11. Cerrar el agua de la llave, retirar la manguera del desague y llevarla a una cubeta

para verter el resto de la muestra.

12. Abrir la llave de teflon cercana al refrigerante y desechar la muestra no destilada.
13. Pasar la manguera al desague e iniciar con la siguiente muestra.

Nota: cuando la muestra se pase al matraz que contiene el agua destilada a ebullicion, se
tiene que descartar la misma y llenar de nuevo.

8.2 DETERMINACION DE NITROGENO TOTAL Y ORGANICO

La seleccion del volumen de la muestra puede realizarse con base en la tabla 1.

Tabla 1. Volumen de muestra a considerar de acuerdo con la concentracion de

N-Organico.
4 -40 50
8 —80 25
20 — 200 10
40 — 400 =)

a) Determinacién de N-Organico (eliminar el N-NHzs)

1.

3.

4,

En un recipiente de 100 mL colocar 50 mL de muestra 0 una alicuota apropiada
diluida a 50 mL con agua. Afadir 3 mL del buffer de boratos y ajustar el pH a 9,5
con la disolucion de hidroxido de sodio 6 M.

Transferir la disolucién obtenida a un matraz Kjeldahl de 100 mL y colocar cuentas
de vidrio o piedras de ebullicion. Colocar el matraz en el equipo de digestion micro
Kjeldahl y permitir que se evaporen aproximadamente 30 mL.

Posteriormente realizar la destilacién, recuperando el destilado en 3 mL de &cido
bérico.

Titular con la disolucion de acido sulfurico =0.03 o0 0.006M.



b) Determinacion de N-Kjeldahl

1. Cuidadosamente afiadir 10 mL de reactivo de digestion al matraz Kjeldahl que
contiene la muestra. Afadir algunas perlas de ebullicién y colocarlo en el equipo
de digestion.

2. Calentar la disolucion obtenida hasta que se vuelva transparente y se observe la
formacion abundante de humos ligeramente verdes.

3. Aumentar el calentamiento al maximo permitido por el equipo y digerir por 30 min
mas.

4. Transferir el contenido del matraz Kjeldahl al equipo de destilacién, cuidando que
el volumen total transferido no exceda de 20 mL.

5. Afadir 10 mL de la disolucion hidréxido-tiosulfato de sodio y colocar en el
destilador y posteriormente realizar la destilacion, recuperando el destilado en 3
mL de acido borico.

6. Titular con la disolucién de acido sulfurico =0.03 o0 0.006 M.

9. CALCULOS DE RESULTADOS

9.1 NITROGENO AMONIACAL

La concentracion de N-NHsz en mg/L en la muestra se calcula como se indica a
continuacion:

(Va - Vg) X M X PM

N-NH; = .
m

Donde

N - NHs: concentracion de nitrégeno amoniacal; Va: mL de acido sulfarico gastados en la
titulacién de la muestra; Vs: mL de &acido sulfurico gastados en el blanco; M: es la
concentracion del 4cido sulfdrico; PM: masa atoémica del nitrégeno; Vm: mL de muestra.

9.2 NITROGENO ORGANICO

La concentracién de N-Organico en mg/L en la muestra se calcula como se indica a
continuacion:

(Va - Vg) XM X PM
Vi

N-Organico =

Donde

N - Organico: concentracién de nitrégeno organico; Va: mL de acido sulfurico gastados en
la titulacion de la muestra; Vs: mL de &cido sulfdrico gastados en el blanco; M:
concentracion del 4cido sulfdrico; PM: masa atémica del nitrégeno; Vm: mL de muestra.



9.3 NITROGENO KJELDAHL

La concentracion de N-Kjeldahl en mg/L en la muestra se calcula como se indica a
continuacion:

N-Kjeldahl = N-NH3;+N-Organico

Donde
N - Orgénico: concentracion de nitrdgeno orgénico; N - NHs: concentracion de nitrégeno
amoniacal.

Si se obtiene el N - Kjeldahl se calcula como se indica a continuacion:

(Va - Vg) X M X PM

N-Kjeldahl = A

Donde

N - Kjeldahl: concentracion de nitrégeno Kjeldahl; Va: mL de &cido sulfdrico gastados en la
titulacion de la muestra; Vs: mL de acido sulfarico gastados en el blanco; M: concentracién
del acido sulfarico; PM: masa atomica del nitrdgeno; Vm: mL de muestra.

10. REPRODUCIBILIDAD
Se analizaron una serie de blancos y controles obteniendo los siguientes resultados.

Blanco. Los mL gastados de la disolucion de &cido sulfurico para los blancos realizados
fueron 0.6, 0.3, 0.2, 0.3, 0.15, 0.5, 0.1, 0.7 mL con un promedio de 0.36 mL y una
desviacion estandar de 0.22.

Control de N-NHs. El control fue de un valor te6rico de 30.04 mg/L y los resultados del
andlisis fueron de 30.02, 29.08, 29.08, 30.02, 32.83, 28.14, 30.02, 29.26, 31.06 mg/L
obteniéndose un valor promedio de 29.95 mg/L y una desviacion estandar de 1.36. La
diferencia de porcentaje entre el valor teérico y el valor promedio obtenido en el andlisis
fue de 1.5%, este valor indica que los resultados obtenidos son correctos, a reserva del 5
y 6 si se los controles se consideran individualmente.
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El sistema requiere de un controlador de presion para mantener la presion en el equipo de
vidrio de borosilicato, y asi evitar que la muestra pase a donde se encuentra el agua en
ebullicion o viceversa. Los resultados del control se vieron aumentados o disminuidos
segun fue el caso. Cuando se observé un incremento o reduccion del volumen en el
equipo de vidrio de borosilicato se descart6 el resultado.

11. MANEJO DE RESIDUOS

Los residuos &cidos o alcalinos se deben neutralizar para ser desechados al
alcantarillado.

Todas las muestras que cumplan con la norma de descarga a alcantarillado pueden
descargarse en el mismo sistema

Los residuos peligrosos se deben identificar y almacenar para su posterior disposiciéon de
acuerdo con el reglamento del Laboratorio.

12. ACTIVIDADES PREVIAS A LA PRACTICA DE LABORATORIO

¢ Realizar un diagrama de flujo del procedimiento de la practica de laboratorio.

e Hacer los calculos para los controles de N-Amoniacal y N-Organico a partir de los
reactivos cloruro de amonio y &cido sulfdmico. La concentracién debe ser en
funcién del tipo de muestra: agua potable o agua residual.

e Investigue el ciclo del nitrégeno y comente que procesos se llevan a cabo en el
mismo.

e Qué parametros requiere para determinar el nitrégeno total.
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