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1. OBJETIVO

Establecer la metodologia para la determinacion del grasas y aceites en agua, por el método de extraccién liquido-
liquido y gravimetria SM 5520 B.

2. ALCANCE

Este método de andlisis aplica a muestras de aguas residuales domesticas e industriales, aguas superficiales,
lluvias y subterraneas.

3. DEFINICIONES

mg GyAJL: Miligramos de grasas y aceites por litro.
LDM: Limite de Deteccién del Método

S : Desviacion estandar

4. ASPECTOS DE SALUD Y DEGURIDAD LABORAL

Antes de iniciar el andlisis revisar el Manual de Higiene, Salud Ocupacional y Seguridad en el Laboratorio y las
hojas de Seguridad que reposan en el mueble ubicadas a la entrada; en el area de recepcion de muestras.

Utilizar los implementos de seguridad de acuerdo con lo sefialado en el instructivo: guantes de nitrilo, gafas,
bata y careta con cartuchos para vapores organicos.

Se debe tener precaucion en la manipulacion del solvente (n-hexano) debido a la alta presion de vapor generada
por la agitacion de la mezcla de solvente y muestra dentro del embudo de separacion.

5. EQUIPOS, REACTIVOS Y MATERIALES

5.1 EQUIPOS

e Extractor Soxhlet

e (Cabina extractora de vapores organicos
e Balanza analitica

e Centrifuga

5.2 REACTIVOS

e Acido clorhidrico (HCI) o Acido sulfarico (H2S04) 1:1: Mezclar partes iguales

e Hexadecano, pureza minima del 98%.

e Acido estearico, pureza minima del 98%.

e Estandar hexadecano-acido estearico 1:1 p/p: en acetona a 2 mg/mL de cada uno. Pesar 200 + 2 mg
de &cido esteérico y 200+ 2 mg de hexadecano en un vaso volumétrico de 100 mL y llevar a volumen con
acetona. La concentracion del patrén es de 400 mg.
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Nota: La solucion puede requerir calentamiento para la disolucion completa del acido estearico. También se
puede comprar el estandar ya preparado

Después de que el hexadecano y el acido estearico se hayan disuelto, transferir la solucién a un vial de 100 a
150 mL con un tapén revestido de TFE. Marcar el nivel de solucidn en el vial y guardar en la oscuridad a
temperatura ambiente. Inmediatamente antes del uso, verificar el nivel en el vial y llevarlo a volumen
nuevamente con acetona, si es necesario.

Nota: Si hay dudas sobre la concentracion del estandar, eliminar 10.0+ 0.1 mL con una pipeta volumétrica,
colocar en un recipiente de pesaje, tarar y evaporar hasta sequedad en una campana extractora. El peso final
debe ser 40+ 1 mg. Si no es asi, preparar una solucidn nueva.

o Sulfato de sodio (Na2S04) en cristal anhidro: Secar entre 200 y 250 °C por 24 horas

e Acetona grado analitico
Hexano (CeH12) punto de ebullicion 69°C, libre de residuos.

m
w

MATERIALES

Desecador

Embudo de vidrio

Embudos de separacion de 1L o de 2 L con llave de paso de PTEF.

Frasco lavador.

Papel filtro cuantitativo de 11 cm de didmetro.(Whatman No. 40 o equivalente)
Soporte para embudo

Varillas de vidrio.

Vasos de precipitado de 50 mL

5.1.1 Verificacion de Equipos

Verificar la balanza analitica con las masas antes de realizar cualquier pesaje.
e Verificar temperatura del equipo soxhlet

6. LIMITACIONES E INTERFERENCIAS

e Los solventes organicos tienen la capacidad de disolver no solo las grasas y los aceites sino también ofras
sustancias organicas. Cualquier material soluble en el solvente se reporta como grasa y aceite, por ejemplo
el azufre elemental, compuestos aromaticos complejos, hidrocarburos derivados de cloro, nitrégeno y
azufre, ciertos tintes organicos y la clorofila.

e Utilizar la extraccion liquido - liquido para aguas superficiales no contaminadas o con bajo contenido de
solidos suspendidos, factores que aumentan la formacién de emulsiones y pérdida del analito.

e Algunas matrices de las muestras pueden formar emulsiones, incrementando la cantidad de agua a separar
dentro del extracto. Cuando el extracto del solvente es tratado con sulfato de sodio, este se disuelve en el
agua y pasa al frasco tarado. Esto se manifiesta cuando después de secado el solvente se hace visible sal
dentro del vaso de extraccion. Si se observan cristales en el frasco tarado después del secado, redisolver
la grasa y aceite con 30 mL de solvente de extraccion y un poco de agua en un embudo de separacion,
retirar la capa acuosa y drenar el solvente a través de un embudo con papel filtro
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empapado con solvente a un vaso de extraccion limpio y tarado. Tratar este como un extracto de muestra.

La eliminacién del solvente tiene como resultado la pérdida de los hidrocarburos de cadena corta y
aromatica sencillos por volatilizacidn, en este proceso se pierden cantidades significativas de destilado de
petroleo desde la gasolina hasta el aceite combustible.

El método es completamente empirico y solo se pueden obtener resultados duplicados si se siguen de
manera estricta todos los detalles.

El tiempo requerido para secar y enfriar el material extraido no puede ser alterada.

Puede que haya un incremento gradual en el peso, debido presumiblemente a la absorcidn de oxigeno o
una pérdida gradual de peso debida a la volatilizacion.

Los residuos méas pesados del petroleo pueden contener una porcion significativa de materiales que no
son extraibles con el solvente

Algunas matrices de muestras pueden aumentar la cantidad de agua durante la extraccion en el solvente
organico, en estos casos se puede aumentar la cantidad de sulfato de sodio para retirar el exceso de agua.
El sulfato de sodio que pasa al matraz del filtro, se convierte en una interferencia positiva en los métodos
gravimétricos.

CONTROL Y ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD

Las practicas de control de calidad se consideran parte integrante de cada método, para este método se
incluye la siguiente tabla.

Tabla 1. CONTROL DE CALIDAD METODO 5520 B.

Blanco del Blanco Fortificado Matriz Fortificada en Laboratorio (LFM) y ot
Método (MB) en Laboratorio Duplicado Matriz Fortificada en Laboratorio ro
(LFB) (LFMD)
X X X 1,2,3

Tomado del SM Tabla 5020: | (1.Pautas adicionales de control de calidad en el método), (2. Se ejecutaran duplicados de la muestra) (3.Consulte
5020B del SM para mas Requisitos de control de calidad).

Los blancos se analizan para determinar si la calidad del material y de los reactivos es dptima. Estos
deben registrar pesos menores al limite de deteccién. Si el valor de los blancos supera el limite del método
se recomienda lavar el material, el equipo de extraccion y verificar el solvente.

En forma paralela, con cada grupo o lote de muestras que se procese en un mismo dia, realizar estandares
de control preparados de la mezcla de hexadecano-acido estearico.

Llevar registros de los porcentajes de recuperacion de los estandares en la carta de control para la
determinacion de grasas y aceites.

Los duplicados evaluan la limpieza del material de vidrio y |a replicabilidad del método. El porcentaje de la
diferencia entre los duplicados no debe ser mayor al 10%, si la variacién excede este limite, repetir el
andlisis. Realizar el duplicado de una muestra al azar. Incluir al menos un duplicado para cada tipo de
matriz diariamente con cada lote de 20 muestras o menos.
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o Realizar por duplicado una muestra adicionada al azar. Incluir al menos un duplicado para cada tipo de
matriz diariamente con cada lote de 20 muestras o menos.

. Cuando los resultados se encuentren entre el limite de alarma y control, revisar todo el procedimiento
para determinar que ocurrid. Si cualquier dato cae fuera de los limites de control debe ser reexaminado,
si nuevamente esta fuera de control es necesario repetir el andlisis de todo el grupo de muestras.

8. DESARROLLO
8.1 PRINCIPIO

En este método la grasa y el aceite son extraidos del agua por intimo contacto con el solvente (n-hexano) y su
determinacion se realiza gravimétricamente mediante recuperacién del solvente en un equipo de destilacion.

Se aplica para aguas residuales superficiales, domésticas e industriales. Algunas grasas y acidos grasos
especialmente no saturados extraibles se oxidan con rapidez; en consecuencia, se incluyen precauciones
especiales con respecto a la temperatura y desplazamiento de vapor del solvente para reducir este efecto.

En la determinacién de grasas y aceites no se mide una cantidad absoluta de una sustancia especifica; se
determinan grupos de sustancias con caracteristicas fisicas similares con base en su solubilidad en el solvente
(n-hexano). Asi, el término "grasas y aceites" comprende cualquier material recuperado como una sustancia
soluble en el solvente. Esto incluye otros materiales extraidos por el solvente de la muestra acidificada, tales
como compuestos azufrados, algunos colorantes organicos y clorofila, no volatilizados durante el ensayo.

8.2 TOMA Y PRESERVACION DE LA MUESTRA

e Para aguas de tipo industrial la toma de muestra se debe realizar puntual.
e Tomar la muestra de forma directa del vertimiento y evitar llenar totalmente el frasco.

e Latapa debe estar provista de una lamina de papel aluminio que impida el contacto de la muestra con el
interior de la tapa.

e Lamuestra se debe tomar en frasco de vidrio claro de boca ancha con capacidad maxima de un 1 Ly evitar
subdividir la muestra en el laboratorio. Si se presume que la muestra puede tener una concentracion
superior a 1000 mg/L, es aceptable tomar menos muestra.

o Elfrasco debe estar previamente enjuagado con el solvente para remover cualquier pelicula de detergente.

e Recoger replica de muestras para realizar duplicado de andlisis o verificaciones de control de calidad de
adicién conocida.

e Adicionar a las muestras HCl 0 H2SO4 1:1 hasta pH< 2 si el andlisis no se realiza dentro de las 2 horas
siguientes a su recoleccion, con el fin de romper las emulsiones e hidrolizar los jabones y detergentes, los
cuales pierden su componente polar y revierten a una estructura hidrocarbonada que es incluida en la
determinacién. Verificar el pH con papel indicador y acidificar la muestra en la botella.
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e Cuando se requiere informacion acerca del promedio de concentraciéon de grasas y aceites sobre un
periodo de tiempo extenso, analizar porciones individuales tomadas a intervalos de tiempo
predeterminados, esta muestra no se puede componer.

e Lamuestra preservada se puede aimacenar durante un periodo maximo de 28 dias a una temperatura de
4°C.
8.3 PROCEDIMIENTO DE LIMPIEZA DE VIDRIERIA

El material debe estar libre de grasa. Lavar con detergente y enjuagar con abundante agua caliente. Si el
material lo requiere, realizar un enjuague con solvente. Consultar el procedimiento de lavado de material.

8.4 EJECUCION DE LA TECNICA
8.4.1 Procedimiento de Preparacion de Estandares
8.4.1.1 Blanco

Tomar 1 L de agua destilada y acidificar con H2SO4 o HCI a pH < 2 (aproximadamente 2 gotas). Verificar con
papel indicador.

8.4.1.2. Estandares de control

Estandar de hexadecano-acido esteérico 1:1 p/p: en acetona a 2 mg/mL de cada uno. Pesar 400+2 mg de
acido estearico y 400£2 mg de hexadecano en un baldn volumétrico de 200 mL y llevar a volumen con acetona.

Estandar de 50 mg/L: Tomar 125 mL del estandar de 400 mg/L, en un balén aforado de 1 L y preservar con
HCl 0 H2S04 1:1 hasta pH< 2.

Estandar de 400 mg/L: Pesar 2 g de acido esteérico y 2 g hexadecano en un balén aforado de 1 Ly preservar
con HCl 0 H2SO4 1:1 hasta pH< 2.

8.4.2 Procedimiento de Analisis

e Marcar el menisco en la botella demarcando el nivel de la muestra. Verificar el pH, si no se ha acidificado
previamente, acidificar con HCl 0 H2S04 1:1 hasta pH< 2.

o Transferir cuantitativamente el blanco, los estandares y las muestras a embudos de separacion.

e Enjuagar cuidadosamente las paredes de la botella con aproximadamente 30 mL de solvente y adicionar
el enjuague al embudo de separacion.

o Agitar vigorosamente el embudo de separacion durante 2 minutos. Durante la agitacion, liberar presion
constantemente invirtiendo el embudo y abriendo la llave.

e Silamuestra contiene sdlidos suspendidos o sélidos sedimentables y se forma una emulsién permanente
en la fase orgénica, agitar suavemente de 5 a 10 minutos.
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e Dejar separar las fases. Drenar el extracto organico (fase superior) a través de un embudo de filtracion con
papel de filtro humedecido en el solvente de andlisis y sulfato de sodio anhidro.

o Silafase organica se emulsiono, adicionar 10 g de sulfato de sodio (Na2S04) anhidro en el filtro de papel,
de lo contrario adicionar solamente de 3 a 5 gramos y drenar el extracto emulsionado. Adicionar mayor
cantidad de sulfato de sodio anhidro para romper la emulsion si se hace necesario.

e Tener cuidado para evitar que algunos cristales de sodio pasen al interior del vaso donde se esta haciendo
la determinacion. Después del secado, los cristales de sulfato de sodio seran visibles en el matraz y
causaran interferencia en la determinacién gravimétrica.

e Sinoes posible obtener una capa del solvente transparente después de la adicion del sulfato de sodio y la
emulsion es aproximadamente 5 mL, drenar la emulsién y las capas de solvente en un tubo de centrifuga
en vidrio y centrifugar durante 5 minutos aproximadamente a 2400 rpm.

o Transferir el material centrifugada a un embudo de separacion y drenar la fase de solvente a través de un
embudo con papel de filtro y 10 g sulfato de sodio a los cuales se les ha realizado un prelavado con
solvente, en un matraz de destilacion limpio y tarado. Combinar las fases acuosas y cualquier emulsion
restante o solidos en el embudo de decantacion y realizar una nueva extraccion.

e Muestras con < 5 mL de emulsién o sin emulsion, drenar solo el solvente transparente a través del embudo
que contiene papel filtro y sulfato de sodio humedecido con hexano en el vaso de extraccion limpio, secoy
tarado previamente.

e Retornar la muestra nuevamente al recipiente de origen (botella de recoleccidn) y repetir el proceso de
extraccion 2 veces mas como se describié anteriormente utilizando 30 mL de solvente en cada extraccion.
Drenar y recolectar todos los extractos en el vaso.

e Si se presenta nuevamente formacion de emulsiones en el extracto final, repetir el paso de centrifugacion
como se describié anteriormente y continuar con los pasos de las 2 extracciones.

o Alfinalizar las tres extracciones, lavar el papel filtro con 10 a 20 mL de solvente.

e Recuperar el solvente de los extractos contenidos en el vaso, con la ayuda del equipo de extraccion soxhlet
abriendo la valvula de drenaje del solvente. Recuperar el solvente hasta secado total.

e Si se observan cristales en vaso tarado después del secado, disolver el aceite y la grasa con 30 mL de
solvente de extraccion y drenar el solvente a través de un embudo que contenga un papel de filtro
enjuagado con hexano en un matraz limpio y tarado. Lavar el residuo de grasas y aceites 3 veces con
solvente, reunir los lavados y tratar como una muestra extraida.

e Dejar enfriar el vaso en la cabina de extraccion para eliminar el solvente residual. Llevar el vaso al
desecador durante 30 minutos, pasado este tiempo pesar el vaso con el residuo seco. Repetir el paso
anterior hasta conseguir peso constante.

e Para determinar el volumen de la muestra marcado en la botella inicialmente, llenar el frasco con agua
hasta la marca, luego verter el agua en una probeta y consignar en el formato de captura de datos el
volumen. Los volumenes para el blanco y los estandares son de 1000 mL.
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8.4.5 Calculo de Resultados

El aumento en peso del vaso de extraccion tarado es debido principalmente a la grasay el aceite, siendo el
contenido de estos:

GYA,mg/ L = (P/—_m

Donde:

Pf = peso final del matraz de extraccion, mg.
Pi = peso inicial del matraz de extraccién, mg.
V = Volumen de muestra, L

C
% Recuperacion = Tb * 100

Donde:

Cb = concentracion determinada

experimentalmente | = concentracion inicial del
analito adicionado

9. DIAGRAMA

Ver anexo 1

10. DOCUMENTOS DE REFERENCIA Y BIBLIOGRAFIA

Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. American Public Health Association,
American Water Works Association, Water Pollution Control Federation. 5520 B 22 ed., New York, 2012.
e |Instructivo lavado material de vidrio.

o Disposicion final de residuos.

e Manual de Higiene, Salud Ocupacional y Seguridad en el Laboratorio

o Aseguramiento de calidad.

o Verificacion y auditoria de datos analiticos

e Aseguramiento de control de calidad analitica

e Solicitud de muestras para analisis

e Solicitud de reactivos, vidrieria y materiales
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ANEXO 1. Diagrama

Alistamiento equipos y material:
balanza, extractor soxhlet

l

Verificacion de equipos

¢ El equipo
funciona?

im

—®( Lider de Andlisis Fisico-quimico

NO Motificar fallas al Lider Técnico o al

Solicitud de matetiales y muestras

—

h

Preparacion del patrén, estandares de
control

l

Marcar menisco de la botella y verificar
pH< 2, transferir blanco, estandares y
muestras a embudo de separacidn.
Enjuagar el material con 30 mL de
solvente y adicionarlos en el embudo
de separacion

Agitar vigorosamente el embudo por 2
minutos, liberar la presion abriendo la
— llave del embudo. Dejar separar las
fases. Drenar fase organica (parte
superior) a trasvés del papel de filtro
gue contiene sulfato de sodio.

De |a pagina
g




@

IDEA

19ttt 5o Hidrodegrn,
Netosred s »
Eatisdion Amblastales

INSTRUCTIVO DE ENSAYO. Codigo: M-S-LC-1021
DETERMINACION GRASAS Y ACEITES Version : 02

Ala pagina
10

l

¢ Aparece emulsion
en la fase
organica?

Adicionar de 3 a § g de sulfato de sodio
anhidro, drenar el extracto

;Fase organica
transparente?

Emulsién < 5 mL o sin emulsién, drenar el
solvente a través de un embudo que
contiene papel filtro y sulfato de sodio
humedecido con solvente en el vaso de
extraccién limpio, seco y tarado
previamente.

l

Retornar la muestra nuevamente al
recipiente de origen y repetir el proceso de
extraccion 2 veces mas, como se describid
anteriormente utilizando 30 mL de solvente

en cada extraccién. Drenar y recolectar
todos los extractos en el vaso.

l

De la pagina
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NO

Adicionar 10 g de sulfato de sodio anhidro,
drenar el extracto. Tener cuidado de no
dejar pasar cristales de sulfato de sodio

(causan interferencia gravimétrica).

Fase suprior a 5 mL, 0 no es transparente después de la
adicién de los 10 g de sulfato de sodio, drenar la emulsion
y las capas de solvente en un tubo de centrifuga en vidrio y
centrifugar durante 5 minutos aproximadamente a 2400
rpm. Transferir material centrifugado a un embudo de
separacion y filtrar Ia fase organica a través de un embudo
que contiene papel filtro y sulfato de sodio humedecido con
solvente en el vaso de extraccion limpio, seco y tarado
previamente. Combinar |as fases acuosas, cualquier

emulsion o solido en el embudo de decantacion.
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A la pagina
1

l

5i hay formacidn nuevamente de emulsion
en el exiracto final, repetir el paso de
centrifugacién como se describid
anterigrmente y continuar con los pasos de
las 2 extracciones

h 4

Al finalizar las tres extracciones, lavar el
papel filtro con 10 a 20 mL de solvente

l

Cristales en el mafraz tarado después del secado,
disolver las GyA con 30 mL de solvente y drenar el
i Cristales de Sl solvente a fraves de un embudo que contenga un
sulfato de sodio en —#| papel de filtro enjuagado con hexano en un matraz
el vaso? limpio y tarado. Lavar el residuo de grasas y aceites
3 veces con solvente, reunir los lavados y tratar
COMO Una muestra extraida
l NO
Recuperar el solvente de los extractos
contenidos en el vaso, con la ayuda del
equipo de extraccion soxhlet abriendo 1a
vélvula de drenaje del solvente. Recuperar

el solvente hasta secado total.

Dejar enfriar el vaso en Ia cabina de Llenar el frasco de la muesira con agua
extraccion. Llevar el vaso al desecador 30 hasta la marca (realizada antes de la
minutos, pesar el vaso con el residuo seco. [ determinacion, verter el agua en una

probeta y consignar en el formato de

Repetir el paso anterior hasta conseguir
peso constante.

captura de datos el voluman. Los
volimenes para el blanco y los estandares
son de 1000 mL

Fin.




