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1.

OBJETIVO

Establecer la metodologia para la determinacion del fésforo reactivo disuelto en agua, por el método
colorimétrico de acido ascérbico SM 4500-P, E, Ed. 23 de 2017.

2,

ALCANCE

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

Esta técnica se aplica en el GLCA para el recurso hidrico superficial; el rango de aplicacion es de: 0,03 mg
P-PO43 /L -1,00 mg P-PO,3 /L.

En la tabla 1 se puede observar los resultados obtenidos en la validacion del método:

Tabla 1. Resultados Validacion del Método

CODIGO DEL INSTRUCTIVO DE ENSAYO: M-S-LC-1020

FECHA DE INFORME DE ESTANDARIZACION: 14/09/2018

PARAMETRO VALOR UNIDADES OBSERVACION
LIMITE DE DETECCION INSTRUMENTAL 0,00233 | = - Absorbancia
LIMITE DE DETECCION DEL METODO 0,030 mg P-PO#3/L
LIMITE DE CUANTIFICACION DEL METODO | 0,030 mg P-PO43/L
3,99 % Nivel de concentracion bajo (0,06 mg P-PO43/L)
PRECISION EN TERMINOS DE % CV 0,78 % Nivel de concentracion medio (0,50 mg P-PO43/L)
0,76 % Nivel de concentracion alto (0,90 mg P-PO43/L)
EXACTITUD EXPRESADO COMO % DE 6,70 % Nivel de concentracion bajo (0.06 mg P-PO43/L)
ERROR RELATIVO 2,52 % Nivel de concentracion medio (0,50 mg P-PO473/L)
1,97 % Nivel de concentracién alto (0,90 mg P-PO43/L)
INTERVALO DE TRABAJO (Lectura Directa) | 0,030-1,00 | mgP-PO43L | Sin dilucion de la muestra
. 101,29 % Nivel de concentracién bajo
RECUPERACION EXPRESADO COMO %
98,92 % Nivel de concentracién alto

e

4,

DEFINICIONES

mg P-PO,/L = miligramos de fésforo como orto fosfato en un litro de solucién.

g = gramos

|g = micro gramos
um = micrometros

s = Desviacion estandar

UV - VIS = Ultravioleta — Visible

RPD = porcentaje de diferencia relativa
nm = nandémetros

LCM = Limite de Cuantificacion del Método
CCV = Control de Verificacion Continua

ASPECTOS DE SEGURIDAD Y SALUD EN EL TRABAJO

Antes de iniciar el analisis revisar el Manual de Higiene, Salud Ocupacional y Seguridad en el Laboratorio y
las hojas de Seguridad.
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Utilizar los Elementos de Proteccion Personal adecuados para la realizacién de la marcha analitica, (bata
de laboratorio, zapatos antideslizantes, gafas protectoras y guantes de nitrilo).

Los residuos generados en la realizacién del andlisis de nitratos, se vierten en canecas adecuadas y
marcadas para tal fin y que luego serén tratados para su disposicion final, de acuerdo al Instructivo de
Disposicion de Residuos.

5. EQUIPOS, REACTIVOS Y MATERIALES

5.1 Equipos:

e Espectrofotometro con fototubo infra-rojo para usar a 880 nm, con paso de luz de 2,5 cm 0 mas.
¢ Balanza analitica de minimo cuatro cifras decimales.

e Equipo de filtracion al vacio.

5.1.1. Verificacion de Equipos

Ccomprobar que los equipos se encuentran en dptimas condiciones, antes de operarlos. Diligenciar el
formato M-S-LC-F007 de control diario de manejo del equipo.

o \Verificar la balanza analitica con las masas antes de realizar cualquier pesaje.
o Verificar el volumen dispensado por las pipetas segun el volumen requerido.
5.2 Reactivos:

Solicitar los reactivos, vidrieria y material diligenciando el formato M-S-LC-F039. Etiquetar las soluciones y
registrar la preparacion en el formato M-S-LC-F064 Control de preparacion de soluciones.

e Agua ultra pura. Usar agua ultra pura para preparar todas las soluciones y diluciones.

e Acido sulfurico (H;S04), 5N: En un vaso de precipitado de 400 mL agregar 200 mL de agua ultra pura;
adicionar lentamente y con agitacién 70 mL de &cido sulfurico (H.SO4) concentrado: Como se produce
una reaccién exotérmica, esperar hasta la solucion este fria antes de transferir cuantitativamente la
solucién a un balén de 500 mL y completar con agua ultra pura. Mantener en frasco de vidrio a
temperatura ambiente.

5.2.1. Preparacion de soluciones
¢ Solucion Stock de Fosfato de 50 mg P-PO43/L:

- A partir de la sal: Disolver en agua ultra pura 0,2195 g de KH,PO4 anhidro y diluir a 1000 mL en
balon volumétrico. Aimacenar en nevera a 4°C + 2°C en frasco de vidrio. 1,00 mL = 50,0 ug P-
PO4-3. Cambiar la solucion cada seis meses.

- A partir de la Solucién Estandar de Fosfatos de 1000 mg PO4/L, trazable: Tomar 150 mL de
esta solucion y diluir en 1000 mL en bal6n volumétrico. Almacenar en nevera a 4°C £ 2°C en
frasco de vidrio. 1,00 mL = 50,0 pug P-PO43. Verificar si esta solucion se puede utilizar al menos
seis meses.

e Solucion de Tartrato de Antimonio y Potasio: Disolver 0,6858 g de K(SbO)C4H4O¢-¥2H,0 en 200 mL
de agua ultra pura en un balon aforado de 250 mL y llevar a volumen. Por experiencia del laboratorio,
esta solucién puede durar 4 meses si se guarda en frasco de vidrio y se refrigera. No utilizar este
reactivo después del tiempo recomendado ya que forma un precipitado azul en las muestras, minutos
después de adicionar el reactivo combinado.
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e Soluciéon de Molibdato de Amonio: Disolver 20 g de heptamolibdato de amonio tetrahidratado,
(NH4)éM0702-4H,0 en 500 mL de agua ultra pura. Almacenar refrigerado en frasco de vidrio por un
periodo de tiempo no mayor a 6 meses. Este reactivo puede formar un precipitado blanco con el tiempo,

que no interfiere en la calidad del andlisis. Agitar muy bien antes de utilizar.

e Acido Ascérbico, 0,1 M: Disolver 1,76 g de &cido ascérbico en 100 mL de agua ultra pura. Guardar en
frasco de vidrio &mbar. Esta solucion es estable por una semana, refrigerada a 4°C.

e Reactivo Combinado: Dejar que todos los reactivos alcancen la temperatura ambiente antes de
agregarlos. Mezclar los siguientes reactivos en estricto orden y proporciones, agitando después de la
adicion de cada uno de los reactivos:

Tabla 2. Preparacion Reactivo Combinado

Numero de Volumen Acido
muestras H28045 N (mL) Tartrato (mL) Molibdato (mL) o

aprox. preparado ascorbico (mL)

7 30 mL 15 1,5 45 9

10 40 mL 20 2 6 12

12 50 mL 25 2,5 75 15

20 80 mL 40 4 12 24

25 100 mL 50 5 15 30

Nota: Si se prepara este reactivo en un recipiente de vidrio transparente se puede observar una coloracién
amarilla que indica que quedd bien preparado. Si se nota algo de turbidez, agitar y dejar en reposo por

unos minutos hasta que ésta desaparezca. Este reactivo es estable por 4 horas.

e Estandares de la curva de calibracion

A partir de la solucién patron de fosfato de 50 mg P-PO4?/L, preparar los estandares de las siguientes
concentraciones 0,03 - 0,10 - 0,30 - 0,50 y 1,00 mg P-PO4?/L y elaborar la curva de calibracion, con éstas

concentraciones.

Tabla 3. Preparacion de estandares de calibracién

Tomar de: | Solucién stockde | Solucion intermedia | Solucion estandar | Volumen
Para preparar: 50 mg P-PO4/L de 10 mg P-PO4/L de 1,0 mg P-PO4/L final
Solucién intermedia de 10 mg P-PO4/L L A e 100 mL
Estandarde 1,0mgP-PO4/L | = - 0mL | 100 mL
Estandarde 0,50 mgP-POsL | - 5mL | e 100 mL
Estandarde 0,30 mgP-PO4L | = - L 100 mL
Estandarde 0,10 mgP-PO4L | = - | - 10 mL 100 mL
Estandarde 0,03 mgP-PO4L | = - | - 3mL 100 mL

Nota: Preparar una curva de calibracién cada vez que cambie la solucién patrén.

e Limite de Cuantificacion del Método (LCM) y estandar de Control de Verificacion Continua (CCV):

ElI LCM es 0,03 mg/L, este se prepara como se describié en la tabla anterior (Tabla 3) y el CCV es de 0.45
mg/L y se prepara tomando 0,9 mL del stock de 50 mg/L y llevando a 100 mL con agua ultrapura. (Tabla 4)

Tabla 4. Preparacion del LCM y del CCV

Tomar de: | Solucion stockde | Solucion estandar | Volumen
Para preparar: 50 mg P-PO4/L de 1,0 mg P-PO4/L final
LCM: 0,03mgP-PO4L | = - 3mL 100 mL
CCV: 0,45 mg P-POs/L 0,9 100 mL
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Fortificados sugeridos:

Tabla 5. Preparacion de fortificados

Tomar de: Solucion stock de 50 Volumen
Para preparar: mg P-PO4/L final
0,25 mg P-PO4/L 0,5mL 100 mL
0,30 mg P-PO4/L 0,6 mL 100 mL
0,35 mg P-PO4/L 0,7ml 100 mL

5.3 Materiales:

Celda de cuarzo o vidrio, segun como se haya realizado la validacién. En este laboratorio se utiliza
celda de cuarzo cuadrada de 1 cm.

Balones aforados clase A de 100 mL.

Erlenmeyer de 100 mL.

Pipetas aforadas clase A, de 1, 2, 5,10, 20 y 25 mL.

Pipetas volumétricas de 5y 10 mL.

Transferpipeta que pueda medir 0,9 mL.

Probetas de 25 mL y 50mL.

Pipeta Pasteur.

Microespatula.

Celda de vidrio o cuarzo, de acuerdo a la que se haya utilizado para la curva de calibracion.
Papel para limpiar lentes.

Filtros de membrana de 0,45 um de didmetro de poro.

Pre-filtros de fibra de vidrio (para muestras muy turbias)

LIMITACIONES E INTERFERENCIAS
La presencia de turbidez y color en la muestra debe corregirse elaborando un blanco de muestra.

Si la muestra tiene sdlidos suspendidos o es dificil de filtrar en el filtro de membrana de 0,45 um, debe
filtrarse antes con un filtro de fibra de vidrio.

Los arseniatos reaccionan con el reactivo de molibdato y producen un color azul similar al formado con
el fosfato. Concentraciones de arseniatos tan bajas como 0,1 mg As/L interfieren en la determinacion de
fosfatos.

Cromo Hexavalente y nitritos interfieren en los resultados 3% més bajo en concentraciones de 1 mg/L y
de 10 a 15% mas bajos en concentraciones de 10 mg/L.

Sulfitos y silicatos no interfieren en concentraciones de 1,0 a 10 mg/L.

No se encontrd en la literatura metodologia para corregir las anteriores interferencias.

6.1. Condiciones Ambientales:

Las condiciones ambientales de temperatura y humedad permanentes en el laboratorio, no interfieren en el
desarrollo adecuado de la determinacion de fésforo reactivo disuelto. En el &rea de analisis se cuenta con
un termo higrémetro para registrar temperatura y humedad diariamente. M-S-LC-F021 formato condiciones
ambientales.
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1.

CONTROL Y ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD

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

Tabla 6. Control Calidad Método 4500-P E

Duplicado
Muestra Blanco Matriz matriz

Calibracion o Blanco del Fortificado en . fortificadaen | fortificada

. Control A . Duplicado . Otro
Estandarizacion (cs) Método (MB) Laboratorio Laboratorio en

(LFB) (LFM) laboratorio

(LFMD)
X X X X X 3

8.
8.

Tomado del SM Tabla 4020: | (3 Consultar SM 4020B para méas Requisitos de control de calidad).

Utilizar material de vidrio al cual se le ha realiz6 el control de calidad.

Efectuar el analisis de manera inmediata a la recepcion de la muestra en el laboratorio, dentro de las 48
horas posteriores al muestreo.

Analizar un blanco (BK) por cada lote de 20 muestras o menos. El andlisis en blanco incluye todos los
pasos Yy procedimientos de preparacion del erlenmeyer con agua tipo | mas el reactivo combinado y
confirmar que la absorbancia se encuentre en valores de cifras exponenciales de 103y 10+,

Procesar el LCMy un CCV de 0,45 mg P-PO4?/L con cada lote de 20 muestras o menos.
Procesar el fortificado de matriz y su duplicado semanalmente.

Procesar un duplicado de muestra con cada lote de 20 muestras 0 menos y confirmar que cumpla con
diferencia porcentual relativa (RPD) del 10%, teniendo en cuenta que los RPD pueden variar
considerablemente debido a la matriz y concentracién de la muestra.

Llevar los registros de Carta control exactitud M-S-LC-F055, Carta control precisién M-S-LC-F056 y
Cartas de control recuperacion y duplicados M-S-LC-F057 para la determinacion de fosforo reactivo
disuelto.

Registrar los resultados de cada QC en las cartas de control graficando el valor promedio diario de la
concentracion de los controles. Cuando los resultados se encuentren entre el limite de alarma y control,
revisar todo el procedimiento para determinar que ocurre. Si cualquier dato cae fuera de los limites de
control debe ser reexaminado y si es necesario, repetir el analisis de todo el grupo de muestras. No
realizar mas analisis hasta verificar que sucede; comunicar anomalia al lider de Fisico —Quimica.
Revisar e iniciar nuevamente la marcha analitica cuando el lider lo autorice.

Tomar las acciones respectivas en el caso que se presenten tendencias de datos en la carta de control,
de acuerdo con lo definido en el M-S-LC-1051 Instructivo de Aseguramiento de Calidad Analitica.

DESARROLLO

1. Principio del método

El fésforo se encuentra en aguas naturales y residuales casi exclusivamente como fosfatos, los cuales se
clasifican en ortofosfato, fosfatos condensados (piro-, meta-, y otros polifosfatos) y fosfatos orgénicos. El
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andlisis de fosforo envuelve dos pasos generales: (a) conversion de la forma de fésforo de interés a
ortofosfato disuelto, y (b) determinacién colorimétrica del ortofosfato disuelto.

El fosforo disuelto se determina en el filtrado de una muestra pasada a través de un filtro de 0,45 um de
diametro de poro.

El molibdato de amonio y el tartrato de antimonio y potasio reaccionan en medio acido con el ortofosfato
para formar un heteropoliacido -acido fosfomolibdico que es reducido por acido ascorbico a un complejo
azul de molibdeno intensamente coloreado; sélo las formas de ortofosfato forman dicho color azul en esta
prueba.

La presencia de fésforo soluble en los cursos de agua proviene del uso de fertilizantes, jabones,
detergentes, o del suelo. A mediano plazo pueden producir en las aguas continentales proliferacién de
algas y otros vegetales acuaticos (eutrofizacion). Los polifosfatos utilizados en los detergentes o en el
tratamiento de aguas perjudican la depuracién, al impedir la floculacién y la eliminacién de la dureza, al
tiempo que pueden producir gran cantidad de espuma.

Segun la resolucion 2115 del 2007 del entonces Ministerio de proteccion social, ambiente, vivienda y
desarrollo territorial en el articulo 7, cuadro 4 se especifica las caracteristicas quimicas como criterio de
calidad para agua con implicaciones sobre la salud, un valor maximo admisible de 0,5 mg/L de fosfatos.

8.2. Tomay preservacion de la muestra:

Colectar la muestra en envase de vidrio ambar y no adicionar ningin preservante, refrigerar
inmediatamente. Las muestras con bajas concentraciones de fésforo no se deben almacenar en botellas
plasticas a menos que se congelen, debido a que los fosfatos se pueden adsorber en las paredes plasticas.

Las muestras refrigeradas tienen un tiempo maximo de espera para el andlisis de 48 horas. La muestra
debe ser filtrada antes de realizar el andlisis. Filtrar el contenido de toda la botella ya que se pueden
compartir este filtrado con los analisis de nitritos y sulfatos, siempre y cuando el volumen de muestra sea
suficiente.

8.3. Limpieza de vidrieria y material de campo:

La contaminacién con fosfato es comun debido a su absorcion en las superficies de vidrio por esta razén se
debe evitar el uso de detergentes comerciales que contienen fosfato.

Las recomendaciones de lavado se pueden consultar en el Instructivo para el lavado de material de vidrio y
plastico M-S-LC-015.

Utilizar la vidrieria a la que se le haya efectuado control de calidad y reservar esta vidrieria inicamente para
las determinaciones de fosforo reactivo disuelto.

8.4. Ejecucion de la técnica
8.4.1. Curvade Calibracion. Con los estandares preparados proceder de la siguiente forma:

» Encender el espectrofotdmetro UV-VIS con la lampara de tungsteno (roja en el equipo) 50 minutos
antes de iniciar las lecturas. La lectura de fosforo reactivo disuelto debe hacerse a 880 nm.
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o Verificar que la celda de 1 cm esté perfectamente limpia; si esta manchada de color azul, dejarla en

jabon libre de fésforo y enjugar perfectamente con agua des-ionizada. Si continlla manchada lavarla con
acido sulfarico 5 N y enjuagar con agua desionizada.

o Para leer una curva nueva se debe crear un método. Para el manejo detallado del equipo remitirse al

documento M-S-LC-1008 Instructivo Espectrofotdmetro UV-Vis con arreglo de diodos, HP 8453. Ver
ademas el Anexo 2 de este documento.

Transferir una alicuota de 25 mL del blanco y de cada uno de los estandares en erlenmeyer de 125 mL.

Adicionar 4 mL del reactivo combinado a cada uno de los erlenmeyer, mezclar completamente para el
desarrollo del color azul y después de minimo 12 minutos, pero antes de 30 minutos, leer en el
espectrofotometro.

Para iniciar las lecturas fotométricas de la curva colocar el blanco de reactivos en la celda y leer como
blanco; verificar la observacién de una linea recta horizontal en el rango de la longitud de onda de los
880 nm sin interferencias de sefial. Inmediatamente leer el blanco como estandar y como muestra. La
absorbancia debe registrar cifras exponenciales de 103 y 104, Etiquetar la lectura en el software como
blanco BK.

Continuar la lectura de los estandares en orden creciente desde los de més baja concentracion. Leer
cada uno como estandar y enseguida como muestra. Etiquetar la lectura en el software con cada
concentracion. La grafica de absorbancia contra concentracion de fosfato da una linea recta que pasa
por el origen.

Para grabar la nueva curva se debe guardar en tres carpetas: Método, Estandares y Muestras. El
nombre de los archivos va a ser la fecha en que se realizo la curva en formato aaaa/mmi/dd.

o Imprimir el reporte como método y también como resultados.

8.4.2. Procesamiento de la Muestra

Solicitar las muestras a analizar diligenciando el formato correspondiente.

Filtracion preliminar. Filtrar las muestras para la determinacion de fosforo reactivo disuelto a través de
un filtro de membrana de 0,45 um. Las muestras de dificil filtracion se deben filtrar con un prefiltro de
fibra de vidrio.

Correccidn por turbidez o color. El color natural del agua generalmente no interfiere a la longitud de
onda empleada. Para aguas altamente coloreadas o turbias preparar un blanco de la muestra filtrada
que presenta esta caracteristica, adicionar a 25 mL de muestra, 4 mL de reactivo combinado modificado
(mezclando unicamente 50 mL de H,SO4 5Ny 15 mL de molibdato de amonio). Leer este blanco como
muestra, registrar el cédigo de la muestra y la palabra blanco y a continuacion leer la muestra a la que
se le ha adicionado el reactivo combinado completo. Reportar el valor de concentracion de esta muestra
mediante calculo adicional sustrayendo los valores de concentracion de muestra y su blanco
correspondiente.

Fortificado de matriz y su duplicado. Escoger una muestra con suficiente volumen para realizar el
fortificado, teniendo en cuenta que la adiciéon no sobrepase en concentracién, el 50% del rango de la
curva. Llenar con 50 mL de muestra el baldén de 100 mL, realizar la adicién y completar de llenar con la
muestra. El volumen de adicién no puede pasar el 5% del volumen total de la muestra. El duplicado se
sirve de este mismo baldn.

Procesamiento de la muestra:
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Vi.

Vii.

viii.

Xi.

Xii.

Xiii.

Transferir una alicuota de 25 mL del blanco, del LCM y CCV, en un erlenmeyer de 125 ml y adicionar 4
mL del reactivo combinado a cada uno, mezclar completamente para el desarrollo del color azul y
después de minimo 12 minutos, pero antes de 30 minutos, leer en el espectrofotémetro.

Nota: Leer las muestras muy azules al final del lote ya que el color se adhiere facilmente a la celda y podria
afectar el resultado de la siguiente muestra. La alternativa es lavar la celda con jabén libre de fosforo y
suficiente agua, después de la lectura de una muestra azul fuerte antes de leer una muestra clara.

Encender el espectrofotdmetro UV-VIS con la |&mpara de tungsteno (roja en el equipo) 50 minutos
antes de iniciar las lecturas. La lectura de fosforo reactivo disuelto debe hacerse a 880 nm.

Verificar que la celda de 1 cm esté perfectamente limpia; si esta manchada de color azul, dejarla en
jabon libre de fésforo y enjugar perfectamente con agua des-ionizada. Si continlia manchada lavarla con
&cido sulfarico 5 N y enjuagar con agua desionizada.

Para leer un grupo de muestras utilizar la ultima curva de calibracién del método. Para el manejo
detallado del equipo remitirse al documento M-S-LC-1008 Instructivo Espectrofotémetro UV-Vis con
arreglo de diodos, HP 8453. Ver ademas el Anexo 2 de este documento.

Para iniciar las lecturas fotométricas de la curva colocar el blanco de reactivos en la celda y leer como
blanco; verificar la observacion de una linea recta horizontal en el rango de la longitud de onda de los
880 nm sin interferencias de sefial. Inmediatamente leer el blanco como muestra. La absorbancia debe
registrar cifras exponenciales de 10y 104. Etiquetar la lectura en el software como blanco BK.

Continuar la lectura del LCM, CCV, las muestras, el fortificado de muestra y su duplicado. Leer cada
uno como muestra. Etiquetar la lectura en el software con el consecutivo de muestra y/o con el valor de
los controles LCM o CCV.

Verificar que la lectura de la muestra no sobrepase el rango de absorbancia obtenida en la curva de
calibracién para el estandar de mas alta concentracion (1,0 mg/L). Si esto sucede realizar dilucion de la
muestra filtrada.

Grabar los resultados en la carpeta Muestras. EI nombre de los archivos va a ser la fecha en que se
realizo la lectura de las muestras en formato aaaa/mm/dd. Confirmar en el software el nombre del
analito, nombre del método, archivo de la curva, ecuacién de calibracion, fecha y hora del analisis,
nombre del operador, nombre de la muestra, factor de dilucion, concentracion (mg/L) y absorbancia.

Imprimir el reporte como resultados en el formato M-S-LC-F054 Captura de datos primarios. Realizar el
redondeo de las lecturas con cuatro cifras significativas, méximo tres cifras decimales, de acuerdo con
lo contenido a este respecto en el Instructivo de Aseguramiento de Calidad Analitica M-S-LC-1051.

Colocar el formato en el AZ correspondiente de la técnica analitica para la revisién de los resultados del
lider fisico-quimico y el visto bueno de la calidad del resultado.

Registrar los resultados en las cartas de control digitales, verificar que los valores se encuentren dentro
de los limites de control. Escribir las observaciones del comportamiento del estandar en las cartas de
control en el formato de captura de datos.

Registrar los datos obtenidos en la carpeta digital de correlacion de variables FOSFORO.xIs, en la
columna de Fésforo Reactivo disuelto y la fecha en que se digitan estos resultados.

Una vez los resultados estén revisados y aprobados, digitar el registro de los resultados en la base de
datos del IDEAM.

e Actividades finales:
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Apagar la lampara y el equipo, si no es requerido para ofra técnica analitica.

Enjuagar el material y dejarlo en la zona de lavado; diligenciar el formato de solicitud de lavado de
material M-S-LC-F003.

Diligenciar el formato de recepcion de muestras y control de anélisis M-S-LC-F002 con la fecha de
realizacion de andlisis y firma del analista responsable de la técnica.

8.5. Formatos

Formato entrega de muestras analistas M-S-LC-F011.

Formato Solicitud de reactivos, vidrieria y materiales M-S-LC-F039.
Control de preparacion de soluciones M-S-LC-F064.

Formato Rétulos de reactivos M-S-LC-F014.

Formato Control diario de manejo del equipo M-S-LC-F007.
Formato carta control exactitud MS-LC-F055.

Formato carta control precisién MS-LC-F056.

Formato carta control precisién MS-LC-F056.

Formato Cartas de control recuperacion y duplicados M-S-LC-F057.
Formato captura de datos primarios M-S-LC-F054.

Formato Solicitud de lavado de material M-S-LC-F003.

8.6. Calculo de Resultados

El espectrofotometro entrega resultados en mg PO,~P mg /L de acuerdo al factor de dilucion digitado en el
momento de la lectura, aplicando la siguiente formula:

mg P — PO, / L =1/ Pendiente * Absorbancia* FD

Donde:

Pendiente = Obtenida a partir de la curva de calibracion.

Absorbancia = Lectura realizada por el espectrofotémetro.

Mg P-PO,/ L = Concentracion de fosfatos calculada y registrada por el espectrofotémetro UV-VIS.
FD= factor de dilucion.

9. DIAGRAMA
Ver Anexo1 Diagrama de flujo — marcha analitica y Anexo 2 Diagrama Manejo del equipo.

10.DOCUMENTOS DE REFERENCIA Y BIBLIOGRAFIA

Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. American Public Health Association,
American Water Works Association, Water Environment Federation. 23t Edition, Washington D.C, 2017.
4500-PAYE.

Instructivo de manejo Espectrofotometro UV-VIS Hewlett Packard 8453, codigo M-S-LC-1008.
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ANEXO 1. Diagrama de flujo — Marcha analitica

Alistamiento equipos y material:
balanza, pipetas volumétricas

l

Verificacién de equipos

l

NO

¢El equipo
funciona?

Notificar fallas al Lider Técnico o al
—»|  Lider de Andlisis Fisico-quimico

lSI

Solicitud de materiales y muestras

v

A 4

Preparacion estandares, controles de

concentracion bajo y alfo

l

cm.

Preparar ia curva de calibracion a partir del
patrdn de 50 mg P-PO4L con las
siguientes concentraciones: 0.03, 0.10, 0.50
y 1.00 mg P-PO4L llevarlos volimenes
correspondientes a balones aforados de
100 mL. Leer a 880 nm en una celda de 1

De la pagina
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E————
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l

Filtrar l1as muestras a través de membrana

de acetato de celulosa 0.45 pm. Muestras

dificiles de filtrar, filirar con un prefiitro de
fibra de vidrio

v

Muestras coloreadas 0 muy turbias,
prepatar un blanco con Ia muestra filtrada,
medir 25 mL de muestra, adicionar 4 mL de

reactivo combinado (mezcla de 50 mL de

Hz50s 5 N y 15 mL de molibdato de

amonio). Leer este blanco como muestra.

h 4

A cada 25 mL de muestra, adicionar 4 mL
de reactivo combinado, homogenizar
completamente y leer en el
espectrofotometro.

Con el grupo de muestras, pasar un
blanco, los estandares de control bajo y
alto, muestra por duplicado, muestra
adicionada y duplicado de la muestra
adicionada.

l
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ANEXO 2. Diagrama de flujo — Manejo del equipo

=D

Conecte el equipo a una comiente eléctrica apropiada.
Encienda: impresora, CPU, monitor y espectofotometro.
Digite Nombre de! usuario Enter.

Diligencie el formato de contrel diario de manejo de Formato
equipo formato M-S-LC-F-007. [ L—/’__

Corrija el error del equipo, verifique las
conexiones, si continua la falla notifique
las fallas al Lider de Quimica Basica o al
Lider de Analisis Fisico-Quimico.

Oprima [Click] [Click] en el Icono HP 8453 On Line. Definir
lamparas a utilizar en la caja Waming [ Use Current] o [Use New]

'

Verifique que la lampara esté encendida, si no lo esta,
oprima doble click en la lampara y espere 45 -60 minutos,
para la estabilizar el equipo y obtener resultados optimos.

y

Para crear un nuevo método: en el Menl oprima File,
New Method [Click]. Ventana Task: Definir Fixed
Wavelenght, Spectrum/ Peaks, Ratio/Equation vy
Quantification mediante el llenado de la informacion
solicitada y requerida en el Setup de cada una de las
opciones, oprimir [OK] después de especificar de cada

.

diliaencie la informacion. lealo como SAMPLE.

Dejar opcion Quantification en ventana task, y Colocar celda con blanco de reactivo en espectrofotémetro, Oprimir BLANK: Tras
realizarse la medida de referencia, se mide el espectro de la linea base y se muestra en el PC, se habilitan los botones de
STANDARD, SAMPLE, oprima el boton STANDARD vy diligencie la informacion pertinente en la caja de didlogo de Standard
[OK].Introduzca la concentracion, Lea el Blanco como muestras, Proceda de igual forma con todos los estandares de la curva,
deseche el contenido de la celda y Purgue la celda con el estandar de menor concentracion oprima el boton STANDARD y

a8

v

En la ventana Calibration Table, Calibrate oprimir [Click], para calibrar.
Mend File, Save Merhod, File save Sample As en la carpeta DATA.
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curva. [Click] y [OK].

PARA LEER MUESTRAS. Mend, File, Load Method [Click]. Carpeta
methods - Carpeta analito ~ Carpeta afo actual - escoger la ltima

v

Si aparece caja Waming, seleccionar lampara a utilizar o mediante el
dibujo en la pantalia.

Colocar en el porta-celdas del espectrografo la celda
perfectamente lavada, purgada, y secada, llenada con
blanco de reactivos. Pulsar el boton Blank.
Leer ef blanco como muestra e identificario en la caja de

3

h 4

Si el analisis requiere de dos longitudes de
onda. Pasar a opcion ratio/Equation (ventana
task) y llenar informacion de ecuacion y
relacion de longtudes de onda [OK, Si es una
sola longitud, Fijar opcién Quantification en

ventana task.
y

dislogo - Sample.
'

Desechar contenido de celda, purgar con el estandar de
control de baja concentracion, llenar la celda, y secar su
exterior. Colocarla en espectrofotometro, Pulsar el boton

Sample, identificario en la caja de didlogo ~ Sample.

Dar click en Config -~ Report y digitar alguna
descripcion del analisis a realizar.

v

Repetir lo anterior con el estdndar de mayor
concentracion y las muestras a analizar en la
marcha analitica prevista. Si la muestra se ha
diluido, coloque el factor de dilucdn en la
informacion de la muestra.

Salvar lectura de muestras: Menu File, Save, Samples
As [Click]. Almacene los datos en la carpeta del analito
analizado, en la sub carpeta del afio corespondiente. y
guarde los resultados analiticos donde corresponda;
archivandola por la fecha en que se realizd, dos digitos
para dia, mes y afo (dd /mm/ aa).

v

Imprimir reporte: Mend File, Print, Results

Una vez finalizada la marcha analitica, Registre los valores de los controles analiticos en las cartas de control en la
creacion de un nuevo método este se debe imprimir y ser aprobado por el lider fisico quimico antes de ser utilizado.
(Tenga en cuenta que se deben incluir las diluciones realizadas en el reporie). Diligencie el formato recepcion de
muestras y control de analisis, deposite los residuos en la caneca correspondiente, solicite el lavado de matenal,
diligenciando el formato de solicitud. Digite el registro de resultados aprobados en la base de datos del IDEAM.

C
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