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1 Resumen de las ideas clave

En este objeto de aprendizaje se muestran los diferentes tipos de agua purificada que se
utilizan en los laboratorios. La calidad del agua que se utiliza en un laboratorio (destilada,
desionizada, ultrapura, ..) estd en funcidon de los sistemas de produccién del agua
purificada, del fin analitico al cual se destine y de los requerimientos de calidad que
determinadas aplicaciones necesitan.

Para seleccionar la calidad del agua adecuada para los trabajos del laboratorio hay que tener
en cuenta las técnicas de analisis que se van a desarrollar. Es decir, la calidad del agua
utilizada en el proceso analitico debe estar en consonancia con la calidad del resto de
reactivos utilizados y con el equipamiento instrumental empleado.

El conjunto formado por agua, reactivos e instrumental empleado en una determinacién
debe permitir alcanzar unos limites de deteccidon y cuantificacion del analito (mg/L, pg/L,
etc.) que sean adecuados, fiables y reproducibles.

L2 ey

)

;Sabrias definir “Limite de Deteccion” y
“Limite de Cuantificacién” de una técnica
analitica?

\

2 Objetivos
Una vez que el alumno se lea con detenimiento este documento, serd capaz de:
= Diferenciar el agua purificada segun su calidad
» Clasificar los tipos de agua purificada segun su composicién y tratamiento
= Nombrar los tipos de agua pura segln la normativa UNE EN ISO y ASTM

=  (Citar los sistemas que producen agua purificada con distintos grados de pureza

3 Introduccion

El agua es una molécula muy simple formada por 2 dtomos de hidrégeno y un atomo de
oxigeno. Esta simple combinacién otorga propiedades excepcionales que han hecho del
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agua el disolvente mas importante de la tierra y un soporte esencial para el desarrollo de la
vida [1].

La molécula de agua, aunque es eléctricamente neutra, es dipolar, es decir tiene dos zonas
eléctricamente diferenciadas, una parte es negativa (zona del oxigeno) y la otra es positiva
(zona del hidrdégeno). Esta dipolaridad es la que le confiere al agua propiedades que la
convierten en un buen disolvente. De hecho, el agua es conocida como el “disolvente
universal”.

El agua disuelve facilmente compuestos como las sales ya que al estar formadas por iones
cargados negativamente y positivamente, estos quedan rodeados por las moléculas
dipolares de agua (Fig 1). Pero también es un buen disolvente para moléculas neutras [1].

Figura 1. lones de Cl"y de Na* rodeados por moléculas de agua

Debido a que el agua es un disolvente excelente, el agua es facilmente alterada y
especialmente el agua pura. Para conseguir resultados analiticos éptimos en los trabajos
qgue se desarrollan en los laboratorios, se debe utilizar un agua con una calidad que este
acorde con los métodos y la tecnologia disponible [2]. Por ejemplo, en andlisis instrumental
(Absorcion atdmica, Cromatografia de gases y de liquidos...), en andlisis clinicos, en cultivos
celulares, etc., se debe emplear un agua que asegure la ausencia de determinados
componentes que puedan interferir en los resultados finales.

Existen diferentes tratamientos para obtener agua purificada, con los que se consiguen agua
pura de diferente calidad. El agua que se utilizara en el laboratorio estarad en funcién de los
criterios de calidad del usuario.
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4 Desarrollo

En este apartado se nombran las impurezas del agua, se describen las metodologias y
tratamientos que se utilizan en los procesos de purificacidn del agua y los diferentes tipos de
agua purificada que existen en funcién de su composicién. También se comentaran los
requerimientos de pureza de un agua en funcion del uso al que sea destinada.

4.1 Impurezas del agua

Las impurezas que lleva el agua, y que deben ser eliminadas para la obtencién de agua pura, se
dividen en los siguientes grupos [1]:

v lones inorganicos como lo cationes Ca*2, Mg*?, Na*, K*, Fe*2, y aniones como COs?, OH,
NOs’, PO,43, etc. La presencia en el agua de estos iones y otros, dependera del origen del
agua.

v" Compuestos organicos principalmente de origen bioldgico. Algunos de estos provienen
de la descomposicidon de plantas como los acidos humicos, taninos, lignina. Aunque
también hay impurezas orgdnicas de origen antrépico como por ejemplo las tuberias de
PVC que pueden filtrar sus ésteres de ftalato al agua.

v Particulas y coloides, como particulas de desechos vegetales, particulas de arena, etc.

v" Microorganismos (bacterias, algas,....)

v" Gases como CO,, H,S, 0, NH3, ...

Para eliminar estas impurezas del agua se requiere aplicar distintos tratamientos y estos estaran
en funcién no solo de la impureza que se desee eliminar si no también de la calidad que se
requiere del agua.

4.2 Sistemas de purificacion de agua

Existen distintos procesos para eliminar impurezas y contaminantes del agua. En funcion de las
necesidades de calidad del agua se utilizaran unos sistemas u otros (Figura 2).

«Agua de pozo 2. Pretratamiento «Destilacién
«Agua de rio *Osmosis inversa
¢ Agua estanque o eDesionizacion
lago «Electrodesionizacién

eAgua de red de e fotooxidacion
suministro de
agua potable
setc.

e Filtracion
eDecloracion
¢ Descalcificacion

3. Tratamiento

1. Agua bruta

Figura 2. Tratamientos del agua para su purificacién

1. Agua de alimentacidn del sistema: En primer lugar, hay que tener en cuenta la calidad
del agua qué se utiliza como materia prima o agua bruta que va a alimentar a los
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sistemas de produccién de agua purificada, ya que su composicion dependera de su
procedencia.

2. Pretratamiento
Filtracidn: en este proceso se eliminan particulas en suspensiéon mediante filtros de
diferentes micras de tamafio de poro.
Decloracion: se elimina el cloro presente en el agua y también materia organica disuelta
mediante un filtrado con filtros de carbén activo.
Descalcificacién: se eliminan las sales de calcio y magnesio, principalmente cuando se
trabaja con agua duras. Se realiza mediante un intercambio de iones en una resina que
se regenera con sal.

3. i) Tratamientos convencionales
Destilacion: es el método mds antiguo de obtencién de agua purificada. Consiste en
calentar el agua hasta ebullicion y el vapor se separa, se condensa y se recolecta. Se
eliminan sales, sélidos en suspension y materia organica (deja pasar volatiles hasta
100°C), consiguiendo un agua =3 uS/cm [5,6]
Desionizacion: Es un proceso de purificacién del agua mediante resinas de intercambio
idnico que retienen los iones (cationes y aniones) de las sales disueltas en el agua. Este
método no elimina compuestos organicos, particulas, microorganismos y tampoco
especies no cargadas [7]
Osmosis inversa: La dsmosis es un proceso fisico que se produce entre dos soluciones
con diferente concentracién de solutos, separadas ambas mediante una membrana
semipermeable (deja pasar solo el disolvente). Entre ambas soluciones, se genera un
flujo de disolvente empujado por la presidn osmética, desde la solucion mas diluida a la
mas concentrada hasta que las concentraciones se igualen. Este proceso se produce de
manera espontanea sin necesidad de aporte energético [8]. Sin embargo, para el
tratamiento de purificacién del agua se invierte el proceso y por tanto el flujo de
disolvente (agua) se establece de la solucién mas concentrada a la mds diluida. Para ello
sera necesario vencer la presién osmética aplicando una presién mayor hasta conseguir
revertir el proceso. De esta forma se obtiene, en un lado de la membrana agua con un
menor contenido de sales disueltas, materia orgdnica, microorganismos, etc.,
denominada permeado. Del otro lado de la membrana se obtiene agua con alta
concentracién en sales, sélidos, microorganismos, etc.
La 6smosis inversa puede eliminar el 95-99% de sélidos disueltos y el 99% de bacterias
(8,9]

3. ii) Tratamientos mas novedosos
Electrodesionizacidn: este tratamiento combina la electrodidlisis y el intercambio idnico
para purificar el agua. La electrodialisis consiste en el transporte de los iones a través de
membranas selectivas utilizando como fuerza impulsora la energia eléctrica. En la
combinacion de ambos procesos en primer lugar se produce una desionizaciéon por
intercambio idnico y las resinas son regeneradas continuamente por la corriente
eléctrica reemplazando a la regeneracion quimica. [1]
Fotooxidacidn: Esta técnica se basa en la utilizacidn de la radiacion ultravioleta (entre
185 y 254 nm) para producir reacciones de oxidacidon eliminando de esta forma materia
organica, microorganismos y sus metabolitos [1,7]

4.3 Clasificaciones del agua purificada.

El agua pura segun su calidad se clasifica en diferentes tipos. Esta clasificacién la realizan
organismos e instituciones como [5]:
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4.3.1 International Organization for Standardization (1SO)

En Espafia mediante la Norma UNE EN ISO 3696 (trasposicion de la norma europea EN I1SO 3696
de fecha abril 1995, que a su vez adopta integramente la Norma Internacional ISO 3696:1987),
clasifica al agua pura en 3 clases:

Clase 1: Agua exenta de contaminantes constituidos por iones disueltos o coloidales y materias
organicas. Se puede preparar a partir de agua de clase 2 a la cual se le somete a un tratamiento
adicional. Es apropiada para analisis exigentes como cromatografia liquida de alta definicion [6].
Clase 2: Agua con muy pocos contaminantes inorganicos, organicos o coloidales. Se obtiene
mediante destilacion multiple o por desionizacién u ésmosis inversa seguida de destilacién [6].
Clase 3: Agua apropiada para la mayoria de los trabajos de quimica en laboratorio por via
himeda y la preparacion de soluciones de reactivos. Se obtiene por una sola destilacion, por
desionizacidn o por dsmosis inversa [6].

El agua de partida para obtener estas 3 clases de agua debe ser potable y razonablemente pura.
Si no es asi requerird algun tratamiento previo.

En la tabla siguiente (Tablal) aparecen las especificaciones que figuran en la Norma y que debe
cumplir el agua segunlaclase 1,2y 3.

Parametro Clase 1 Clase 2 Clase 3
Intervalo de pH a 25°C limites incluidos : :
v P fmites inclut N/AD | N/AD 50a7,5
Conductividad eléctrica uS/cm a 25°C , ,
0,10 1,00 5,0
Materia oxidable (permanganimetria), Contenido de
. . N/ALli) 0,08 0,4
oxigeno, mg/L max.
Absorbancia a 254 nm con célula de 1 cm de espesor,
. . 0,001 0,01 N/E
unidades de absorbancia, max.
Residuo después de evaporar y calentar a 110°C, mg/kg,
S P porary g/kg /A 1 )
max
Contenido en silice SiO, mg/L, max.
2me/ 0,001 | 0,02 N/E

N/A: no aplicable; N/E: no especificada

(i) A causa de las dificultades asociadas a la medicion del valor del pH del agua de alta purezay de la
dudosa importancia del valor obtenido, no se han fijado limites para el pH del agua de clase 1y de
clase 2

(ii) Los valores de la conductividad para el agua de clasel y de clase 2 son aplicables al agua recién
preparada; durante su conservacion se pueden producir cambios en la conductividad debidos a
contaminantes tales como CO2 de la atmdsfera y los dlcalis de los recipientes de vidrio.

(i) Para el agua de clase 1 no se especifican limites para la materia oxidable y para el residuo después
de evaporada por la dificultad del cumplimiento del ensayo con este nivel de pureza. La calidad del
agua de clase 1, sin embargo, esta asegurada por el cumplimiento de las otras especificaciones y por su
método de preparacion

Tabla 1. Clasificacion del agua pura y valores de los parametros fisico-quimicos segun
especificaciones de la Norma UNE EN ISO 3696 [10]

En esta norma también se especifican los métodos de ensayo para determinar los valores
indicados de los pardmetros requeridos (no mostrados en Tabla 1).
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4.3.2 American Society for Testing and Materials (ASTM)

Este organismo mediante la norma ASTM D1193-06 (reaprobada en 2018) [11] especifica 4 tipos
de agua en funcién de los parametros fisico-quimicos como conductividad eléctrica, contenido
de carbono organico total (TOC), silice, etc., cuyos valores deben ser como maximo los que se
muestran en la Tabla 2.

Tipo I: El agua del tipo | se usa para procedimientos que requieren de maxima exactitud y
precision (Absorciéon Atémica, HPLC, PCR, Cultivos Celulares, etc.,) [6]. Este tipo de agua se
prepara mediante destilacion u otro proceso igual, seguido de un afinado final con un lecho
mixto de materiales intercambiadores de iones y un filtrado final a través de un filtro de
membrana de 0,2 um

Tipo Il: Este tipo de agua se utiliza para la mayoria de las pruebas analiticas y generales de
laboratorio como por ejemplo andlisis microbiolégico, camaras de niebla salina, cultivos
hidropdnicos, limpieza de material (lavavajillas), autoclaves, etc. Esta agua se obtiene por
destilacién y el producto destilado debe tener una conductividad menor de 1 uS/cm. Por esta
razon antes de la destilacidon puede ser requerido un tratamiento previo de dsmosis inversa,
intercambio idnico y adsorcion organica.

Tipo lll: Agua apropiada para pruebas generales de laboratorio, para la mayoria de analisis
cualitativos y para lavado o enjuague del material de laboratorio (pipetas, vasos de precipitados,
matraces, etc.). Esta agua puede ser preparada mediante destilacidn, intercambio idnico,
electrodesionizacién, 6smosis inversa o una combinacién de ellos, con un filtrado final mediante
con un filtro de membrana de 0,45um.

Tipo IV: Agua para la preparacion de soluciones y para el lavado o enjuague del material de
laboratorio. Se obtiene mediante destilacion, intercambio idnico, electrodesionizacion, smosis
inversa o una combinacién de ellos.

Ademas, si es necesario establecer un control microbioldgico del agua, esta norma establece 3
grados que se aplican a los 4 tipos de agua y que hacen referencia especificamente a los
contaminantes microbiolégicos (valores maximos en Tabla 3).

Parametro Tipol | Tipoll Tipo lll Tipo IV
Conductividad eléctrica uS/cm a 25°C 0,056 1,0 0,25 5,0
Resistividad eléctrica MQ-cm a 25°C 18,0 1,0 4,0 0,2
pH 25°C - - - 5,0-8,0
TOC méx. pg/L 50 50 200 -
Sodio max. ug/L 1 5 10 50
Silice max. pg/L 3 3 500 -
Cloro max. pg/L 1 5 10 50

Tabla 2. Tipos del agua pura y valores de los parametros fisico-quimicos maximos segun
especificaciones de la Norma ASTM D1193-06 [11]

Parametro microbiolégico Grado A | Grado B Grado C
Bacterias heterotrdficas, ufc/100mL 1 10 1000
Endotoxinas, UE/mL 0,03 0,25 -
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Tabla 3. Grados del agua pura y valores de los pardmetros microbiolégicos segun
especificaciones de la Norma ASTM D1193-06 [11]

4.3.3 Otras organizaciones que estableces estandares de calidad para
el agua purificada

Otras organizaciones que han fijado estandares de calidad para el agua purificada en funcidn del
uso son el Comité Nacional para Normas de Laboratorios Clinicos (NCCLS), (Tabla 4) y las
Farmacopeas de Estados Unidos (USP) y de Europa (EP), (Tabla 5) que también establecen
criterios de pureza para agua con aplicaciones estériles y para inyectables.

Parametro Tipol | Tipoll Tipo lll
Bacterias, UFC/mL <10 <1000 NA

pH NA NA 5,0-8,0
Resistividad MQ a 25°C >10 >1 >0,1
Silice mg/L <0,05 | <0,1 <1
Sélidos totales mg/L 0,1 1 5
Carbono orgénico oxidable, mg/L <0,05 | <0,2 <1

Agua tipo | no debe tener particulas mayores de 0,2 um;
La resistividad del agua tipo | debe medirse en linea

Tabla 4. Grados del agua pura y valores de los parametros fisico-quimicos vy
microbioldgicos segun especificaciones del Comité Nacional para Normas de
Laboratorios Clinicos (NCCLS) [5]

Parametro EP usp

Bacterias, orientativo <100 CFU/mL <100 CFU/mL
Nitratos <0,2 ppm -
Metales pesados <0,1 ppm -
Carbono organico total <500 pg/LC <500 pg/LC
Conductividad <4,3uS/cma <1,3uS/cma 25°C

Tabla 5. Valores de los parametros fisico-quimicos y microbioldgicos del agua pura segun
especificaciones de las farmacopeas europea (EP) y americana (USP) [5]

4.4 Procedimientos de obtencion de agua purificada de
diferentes calidades

El proceso que debe seguirse para obtener agua de una determinada calidad esta formado por
una serie de etapas tal y como se muestra en la figura 3. El nimero de etapas para conseguir la
calidad final deseada dependera de la composicién del agua bruta, es decir, de la cantidad y
naturaleza de los componentes que lleva el agua inicial, y de la calidad final deseada.
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En cada etapa del tratamiento se consigue un agua de determinada calidad que se utilizara para
alimentar el sistema de la etapa siguiente, si se necesita un agua de mayor pureza. Po ejemplo,
el agua obtenida tras un proceso de ésmosis se utiliza para alimentar el tratamiento de
desionizacion. A su vez, el agua obtenida tras la desionizacidn sirve para alimentar el sistema de
obtencién de agua ultrapura.

Agua bruta
(red, rio, poza,...)

Filtracion W

[{eliminacién particulas)

L.

Decloracién

[carbdn activo)

Descalcificacion
(Eliminacian Ca**y Mg*?j

o-zZzm=—z2p-rx-1mav

Osmosis inversa

Eliminacion de sales disueltas
> e Agua desionizada
Conductividad < 1uS/cm
destlad v
::> Agua ultrapura

Conductividad =3pS/cm Conductividad 0,056pS/cm  Resistividad 18,2MQ-cm

oqzm—gp—ihaqll

Figura 3. Esquema del proceso para la obtencidon de agua con fines analiticos [5].

5 Cierre

Este objeto de aprendizaje tiene como resultado que el alumno sea capaz de nombrar las
impurezas del agua que deben eliminarse para obtener agua de grado analitico, citar las distintas
calidades de agua pura segin normativa, y describir de forma general los sistemas de
tratamiento para la obtencién del agua purificada de uso en laboratorio.

2 Sabrias definir “Limite de Deteccion” y
“Limite de Cuantificacion” de una tecnica
analitica?

. ¢

é Vus

®

Limite de Deteccion (LDD o LOD en ingles) nimero expresado en
unidades de concentracion (o cantidad) que describe el mas bajo
nivel de concentracion (o cantidad) de una sustancia que puede
determinarse como estadisticamente diferente del blanco
analitico (IUPAC 1975)
Limite de Cuantificacion (LDD o LOD en ingles) concentracion
minima de un analito que, en una matriz dada y con un método
determinado, tiene una probabilidad del 99% de ser identificado,
determinado cualitativamente, e informado como mayor que cero.
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