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1. OBJETIVO

Establecer la metodologia para realizar la determinacién de Nitrégeno como Nitratos en muestras de agua, segun el
Método de Escaneo Espectrofotométrico Ultravioleta, SM 4500-NO; B, Ed. 23 de 2017.

2. ALCANCE

Esta técnica aplica solo a muestras con bajo contenido de materia organica como aguas superficiales no contaminadas
o fuentes de agua potable y que tengan una concentracién de nitratos mayor a 0,1 mg N-NOs/L.

En la Tabla 1 se puede observar los resultados obtenidos en la validacién del método.
Tabla 1. Resultados Validacion del Método

CODIGO DEL INSTRUCTIVO DE ENSAYO: M-S-LC-073

FECHA DE INFORME DE ESTANDARIZACION: 15/11/2018

PARAMETRO VALOR UNIDADES OBSERVACION
LIMITE DE DETECCION INSTRUMENTAL 00082 | = -
LIMITE DE DETECCION DEL METODO 0,066 mg N-NOs/L
LIMITE DE CUANTIFICACION DEL METODO 0,1 mg N-NOz/L
2,81 % Nivel de concentracion bajo (0,2 mg N-NOs7/L)
PRECISION EN TERMINOS DE % CV 0,73 % Nivel de concentracion medio (2,5 mg N-NOs7/L)
0,30 % Nivel de concentracion alto (4,0 mg N-NOs7/L)
0,99 % Nivel de concentracion bajo (0,2mg N-NOs7/L)
0,
EXACTITUD EXPRESADO COMO % DE ERROR 1,17 % Nivel de concentracion medio (2,5 mg N-NOs/L)
RELATIVO
0,58 % Nivel de concentracion alto (4,0 mg N-NOs7/L)
INTERVALO DE TRABAJO (Lectura Directa) 0,1-5,0 mg N-NOs-/L | Sin dilucidn de la muestra
. 96,76 % Nivel de concentracion bajo
RECUPERACION EXPRESADO COMO %
98,69 % Nivel de concentracion alto

3. DEFINICIONES
Blanco = Es una alicuota de agua ultra pura procesada como si fuera una muestra mas.

MFL = Matriz Fortificada de Laboratorio = es una muestra enriquecida con una concentracién conocida del analito de
interés, en este caso, una concentracién de nitrato conocida.

DMFL = Duplicado de Matriz Fortificada de Laboratorio

Duplicado = Es una segunda alicuota de una muestra, solucion o estandar.
CVS = Esténdar de verificacion de calibracion.

ICB = Blanco de calibracion inicial

CCV = Estandar de Verificacién de Calibracion Continua. Es un estandar para verificar que la calibracion del equipo no
se ha afectado durante el andlisis de un lote de muestras.
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CCB = Blanco de Calibracion Continua. Es un blanco para verificar la celda de la muestra, no se ha contaminado
durante el analisis de un lote de muestras.

4. ASPECTOS DE SEGURIDAD Y SALUD EN EL TRABAJO

Revisar el E-SGI-ST-M001 Manual del Sistema de Seguridad y Salud en el Trabajo. Revisar las Hojas (fichas) de
Seguridad correspondientes al Nitrato de Potasio, Cloroformo y Acido Clorhidrico y tener as precauciones necesarias
para su utilizacion.

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 realizacion del analisis de nitratos se vierten en canecas adecuadas y marcadas para tal
fin; que luego seran tratados para su disposicion final, de acuerdo con el Instructivo de Disposicion de Residuos.

5. EQUIPOS, REACTIVOS Y MATERIALES
5.1. Equipos

o Espectrofotometro, para usar a 220 nm y 275 nm con celdas de silice combinadas de 1 cm o mas de paso de luz,
lampara de deuterio (lAmpara amarilla en el equipo HP y Agilent).

¢ Balanza analitica de minimo cuatro cifras decimales

o Equipo de filtracion al vacio.

5.1.1. Verificacion de Equipos

o Verifique la balanza antes de su uso con las pesas dispuestas para esto y registre los datos en la carta de control
correspondiente a la balanza.
o Verificar el volumen dispensado por las pipetas segun el volumen requerido.

5.2. Reactivos
Solicitar los reactivos diligenciando el formato para tal fin.

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

Nitrato de potasio (KNO3) al 99% o mayor.

Cloroformo CHCIs. (Solo para la preservacion de la solucion stock y la solucion intermedia).

Solucion de acido clorhidrico, HCI (~1N): Diluir 21 mL de HCI concentrado en 250 mL de agua. Almacenar en
botella de vidrio 0 en polietileno de alta densidad (HDPE). Esta solucién es estable por 1 afio si se mantiene cerrada.

5.3. Materiales

o (Celda de CUARZO cuadrada de 1 cm. La celda de vidrio no es adecuada porque el vidrio absorbe radiacién en el
uv.

Pre Filtros de membrana de 0,47 um.
Erlenmeyers de 125 mL.

Balones aforados de 100 mL Clase A.

Balones aforados de 250 mL Clase A.

Pipeta graduada de 5 mL Clase A.

Pipetas aforadas de 1, 2, 3, 5y 10 mL Clase A
Probeta de 25 mL.

Frasco lavador.

Pipeteador o pera.
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6. LIMITACIONES E INTERFERENCIAS

Las interferencias potenciales son la materia organica disuelta, los surfactantes, nitritos (NO7), cromo hexavalente y
varios iones inorganicos que normalmente no se encuentran en aguas naturales, como clorito y clorato.

La filtracion de muestras elimina interferencias por particulas suspendidas. Filtre las muestras. La acidificacion con HCI
1M hasta pH<2 previene interferencias de concentraciones de hidroxidos y carbonatos hasta de 1000 mg de carbonato
de calcio (CaCOs)/L. El cloruro no afecta la determinacién.

6.1. Condiciones Ambientales

Las condiciones ambientales de temperatura y humedad permanentes en el laboratorio no interfieren en el desarrollo
adecuado de la determinacién de nitratos.

7. CONTROL Y ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD
Las practicas de control de calidad se consideran parte integrante de cada método, para este método se incluye:
7.1. Controles de la curva de calibracién

o El coeficiente de correlacion (r) debe ser = 0,995 o coeficiente de determinacién (r2) = 0,99.

o Los estandares >1,0 mg N-NO37/L, deben estar entre el 90 y 110 % de los valores verdaderos.

o El estandar de verificacion de calibracion (CVS) debe ser entre el 30 y 70 % de la concentracion del estandar mas
alto de la curva de calibracion, es decir, entre 1,5 mg N-NOs7/L y 3,5 mg N-NOs7/L; el resultado debe ser del 90 y 110
% del valor esperado. Se estableci6 para el laboratorio preparar un CVS de 1,5 mg N-NOs7/L, ya que este punto no
esta en la curva.

o Debe haber un blanco de calibracién inicial (ICB) después del estandar de control anterior (CVS), para verificar la
contaminacion. La lectura del ICB debe ser < ' del nivel minimo reportado (MRL).

7.2. Controles en la rutina diaria

o Se debe pasar un estandar de calibracién como verificacion de calibracion continua (CCV) y un blanco de calibracion
continua (CCB) después de cada 10 muestras y después de la ultima muestra.

e La concentracion del CCV debe ser del 90 al 110% del valor esperado y del CCB debe ser < ' del nivel minimo
reportado (MRL).

7.3. Otros controles
Tabla 2. Control de Calidad Método 4500-NO; B

Sanco delMéodo | slanco Forticadoon || N s Foncadacn oo
(MB) Laboratorio (LFMD)
X X X 3

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

o Los blancos de muestra se analizan para determinar si la calidad del agua y de los reactivos es 6ptima. Estos deben
registrar absorbancia con cifras exponenciales de 10y 10-.

o Registre el valor promedio diario de los estandares de control en la carta de control de Exactitud, para la
determinacion de Nitratos. Registre las iniciales del analista y la fecha de analisis en la carta de control y grafique el
valor promedio diario de la concentracion real del analito.

e Los duplicados evaluan la precision del método, la limpieza del material de vidrio, la purga adecuada de la celda.
Realizar el duplicado de una muestra al azar. Incluir al menos un duplicado con cada lote de 20 muestras 0 menos.,
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el porcentaje de la diferencia relativa (RPD) entre los duplicados no debe ser mayor al 10%, si la variacion excede
este limite, repetir el andlisis. Registrar los valores de los duplicados en la carta de control de Precision de nitratos.

e Las muestras adicionadas o fortificadas (LFM y LFMD) verifican si hay interferencias de matriz que afecten la
recuperacion de una cantidad conocida del analito. Las adiciones conocidas deben estar entre 5 y 50 veces el Limite
de Deteccidn del Método (LDM) o Limite de Cuantificacion del Método (LCM), o entre 1y 10 veces el nivel ambiental,
dependiendo del que sea mayor. No se deben emplear adiciones conocidas por encima del intervalo lineal del
método.

De acuerdo con lo anterior, se pueden preparar las muestras adicionadas entre 0,5 mg N-NOs/L y 2,5 mg N-NOs7/L
para no sobrepasar el punto medio de la curva. El porcentaje de recuperacion de los adicionados se acepta entre
70% y 130%. Realizar por duplicado una muestra adicionada o fortificada al azar, con cada lote de muestras.

o Llevar los registros de las muestras adicionadas o fortificadas en la carta de control Porcentaje de recuperacién y
duplicados de recuperacion para nitratos.

¢ Cuando los resultados se encuentren entre el limite de alarma y limite de control, revisar todo el procedimiento para
determinar que ocurrié. Si cualquier dato cae fuera de los limites de control debe ser reexaminado y si es necesario,
se debe repetir el analisis de todo el grupo de muestras. No realizar mas analisis hasta verificar que sucedio,
comunicar la anomalia al lider de fisicoquimica, iniciar nuevamente la marcha analitica cuando el lider de
fisicoquimica lo ordene.

8. DESARROLLO
8.1. Principio del método

Los nitratos son iones formados por tres atomos de oxigeno, uno de nitrégeno y con una carga negativa (NOs), no
tienen color ni sabor y se encuentran en la naturaleza disueltos en el agua. Su presencia natural en las aguas
superficiales o subterraneas es consecuencia del ciclo natural del nitrégeno, sin embargo, en determinadas zonas ha
habido una alteracion de este ciclo en el sentido de que se ha producido un aumento en la concentracion de nitratos,
debido fundamentalmente a un excesivo uso de abonos nitrogenados y a su posterior arrastre por las aguas de lluvia o
riegos. Los nitratos pueden ser producidos tanto por fuentes naturales como antropogénicas, siendo estas ultimas las
responsables del importante aumento en su concentracién observado en los Ultimos afos. Asi, los residuos industriales
constituyen una fuente importante de nitratos en las aguas, siendo las industrias mas contaminantes los mataderos,
destilerias, azucareras, industrias de levadura, de almidén, textiles y fertilizantes. Sin embargo, estas emisiones suelen
estar bastante controladas y son muy puntuales. Mas preocupante es, en la actualidad, la contaminacién por nitratos
provenientes de la agricultura y ganaderia intensiva. En las zonas donde se practica una agricultura intensiva se utilizan
enormes cantidades de abonos quimicos, a los que se suman los abonos naturales que provienen de los excrementos
animales. Estos abonos suelen contener una cantidad importante de compuestos nitrogenados, como los nitratos, que
en proporciones adecuadas mejoran el crecimiento de las plantaciones y aumentan su rendimiento. Sin embargo,
cuando estos compuestos se encuentran en cantidades demasiado altas para que sean absorbidos por las plantas, se
infiltran a través del suelo y alcanzan las aguas subterraneas, contaminando pozos y acuiferos. Analogamente, los
excrementos procedentes de animales de granjas también aumentan la concentracién de nitratos en el suelo, de donde
pueden pasar a los acuiferos que hay bajo ellos. Los nitratos como tales no son téxicos, incluso a dosis considerables,
ya que son eliminados por el rifién. El problema es que, en el organismo, especialmente en personas con problemas
gastricos o en nifios de menos de tres meses, el nitrato puede reducirse a nitrito, el cual se absorbe en los glébulos rojos
de la sangre, oxidando el hierro de la hemoglobina a metahemoglobina, disminuyendo la capacidad de los glébulos rojos
para transportar oxigeno. Asimismo, algun tipo de cancer del tracto gastrointestinal ha sido atribuido a la accién de
compuestos nitrosos, formados en el interior del organismo a partir de los nitritos, los que a su vez proceden de la
reduccion de los nitratos consumidos con el agua. Por esta razon, para que un acuifero sirva de abastecimiento a una
poblacién es obligatorio que contenga menos de 50 mg/L de NOsy si los contiene, éstos deben ser eliminados antes de
que el agua llegue al consumidor. !
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En las aguas superficiales los valores normales oscilan entre 0 y 5 mg/L y en las subterraneas de 0 a 9 mg/L. Seguln las
Guias de calidad del agua de bebida, de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el valor maximo permisible (VMP)
es 50 mg/L. 2 En Colombia el valor méximo permisible en un agua para consumo humano es de tan solo 10 mg/L. 3

Use esta técnica solamente para muestras con bajo contenido de materia organica, por ejemplo, aguas naturales no
contaminadas, suministros de agua potable y agua de precipitacion (agua lluvia). La curva de calibracién de NOs sigue
la ley de Beer hasta 11 mg N/L.

La técnica de escaneo espectrofotométrico ultravioleta a 220 nm, es adecuada para la determinacién rapida de NOs. La
materia organica disuelta también puede absorber a 220 nm, pero los NOs  no absorben a 275 nm, asi que una
segunda medida puede hacerse a 275 nm y usar un valor de correccion si es necesario. Este método no es
recomendado si requiere una correccion significativa. Dicho esto, puede ser Util en monitoreos de niveles de NOs en
cuerpos de agua con un tipo constante de materia orgénica.

8.2. Tomay preservacion de muestras

o Colecte la muestra en envases de polietileno, fluorpolimero o de vidrio, de 500 mL lavados con H2SO4.

o Sies posible, inicie la determinacion de NOs prontamente después del muestreo.

o Las muestras pueden ser almacenadas sin acidificar hasta por 48 horas a <6°C. La acidificacién convierte algunos
nitritos (NO2’) a NOs. Como resultado, los valores de NOs son la suma de NOs y NO--.

e Si las muestras son almacenadas por mas de 48 horas, acidifique a pH<2 con acido sulfurico o clorhidrico
(dependiendo del método), (2 mL de H2SO4 concentrado por litro) y almacene a <6°C hasta por 28 dias.

o Muestras cloradas son estables al menos 14 dias sin preservacion acida.

8.3. Limpieza de vidrieria y material de campo

Lave toda la vidrieria con jabén alcalino, posteriormente déjelo en H,SO4 al 10 % por 30 minutos y enjuague muy bien
con agua destilada. Reserve esta vidrieria para la determinacion de Nitratos y utilice Unicamente a la que se le haya
efectuado el control de calidad. Consultar el Instructivo para el lavado de material de vidrio M-S-LC-1015.

La celda de cuarzo debe lavarse periddicamente de la siguiente manera:

Sumergir en una solucion de HCI - etanol 1:1 por 30 minutos
Lavar con Isopropanol

Lavar con agua

Lavar con acetona

Lavar con abundante agua

Si al terminar observa impurezas en la celda o no se observa la formacién de una pelicula delgada de agua, esto implica
que la celda esta sucia y debe repetirse el procedimiento.

8.4. Ejecucion de la técnica
8.4.1. Preparacion de la curva de calibracion

e Solucién Stock de Nitrato (100 mg N-NOs-/L): Secar entre 0,20 - 0,22 g de nitrato de potasio (KNOs) al 99% o
mayor, en un horno a 103-105 °C por 24 horas. Disuelva 0,1805 g + 0,0001 g de nitrato de potasio ya seco, en agua
UP y diluya a 250 mL. Preserve con 0,5 mL de cloroformo (CHCI3) 0 2 ml de CHCI5 por litro de solucién, después de
aforar. Esta solucién es estable por lo menos 6 meses, si se guarda refrigerada. En nuestro laboratorio se ha
confirmado que esta solucién mantiene su concentracién incluso hasta los 8 meses. Puede seguirse utilizando hasta
que los estandares de control preparados con este stock no estén dentro de las cartas de control.

o Estandares de la curva de calibracion: A partir de la solucién stock y solucion intermedia de nitrato, prepare los
estandares de la curva de calibracion, segin se muestra en la Tabla 4.
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o Estandar de verificacion de calibracion (CVS): De la solucion intermedia de nitrato de 10 mg N-NOs7/L, tome 15
mL y complete a 100 mL en un balén aforado, para preparar un CVS de 1,5 mg N-NOs7/L. El resultado debe ser del
90 al 110 % del valor esperado.

Tabla 3. Preparacion del estandar de verificacion de calibracion (CVS)

Tomar de: | go)ycion intermedia de 10 SN
Para preparar: mg N-NOs/L
CVS
15mL 100 mL

1,5 mg N-NOs/L

e Corra un blanco de calibracion inicial (ICB) después del estandar de control anterior (CVS), para verificar la
contaminacion. La lectura del ICB debe ser < % del nivel minimo reportado (MRL).

Tabla 4. Preparacion de estandares de calibracion

| Tomarde: | goycion stock de 100 | Solucién intermedia de 10 Volumen final
| Para preparar mg N-NOsIL mg N-NOs/L
Solucion intermedia de 10 mg N-NOs/L 0mL | e 100 mL
Estandar de 5 mg N-NOs/L 5mbL | e 100 mL
Estandar de 3 mg N-NOs/L 3dmk e 100 mL
Estandar de 2 mg N-NOs/L 2mk e 100 mL
Estdndarde 0,5 mgN-NOs/L | - 5mL 100 mL
Estdndarde 0,1 mgN-NOsL | - 1mL 100 mL

8.4.2. Preparacion de las muestras

Pretratamiento de las muestras: Solicite las muestras y déjelas aclimatar. Filtre aproximadamente unos 150 mL de
muestra a través de un filtro de membrana de 0,45 um y solo en el momento del andlisis. Las muestras con abundantes
solidos suspendidos, filtrelas primero con un prefiltro de fibra de vidrio.

8.4.3. Controles en la rutina diaria

e Prepare un estandar de control diario (LCM) de 0,1 mg N-NO3-/L, como se muestra en la Tabla 5.

o Prepare un estandar de verificacion de calibracion continua (CCV) de 1,0 mg N-NOs-/L, segun se muestra en la
Tabla 5. El valor del CCV debe estar entre el 90 y el 110% del valor esperado.

¢ Blanco de Calibracion Continua (CCB).

Tabla 5. Preparacion de estandares de verificacion (CCV) y control

0,1 mg N-NOs/L

Tomar de: | sojycion intermedia de 10 e (e
Para preparar: mg N-NOs/L
CcCcv
10mL 100 mL
1,0 mg N-NOs/L
Estandar de control
1mL 100 mL
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8.4.4. Procedimiento de analisis

Verifique que la celda de cuarzo de 1 cm esté perfectamente limpia, si la observa manchada lavela con jabdn neutro
o libre de fosforo o siga el procedimiento del numeral 8.3. de este instructivo.

Encienda el Espectrofotdmetro UV-VIS con la lampara de tungsteno (lampara amarilla), entre 50 y 60 minutos antes
de iniciar las lecturas, tenga en cuenta el instructivo del espectrofotdmetro UV-VIS con arreglo de diodos HP 8453,
M-S-LC-1008. La lectura de nitrato de la curva de calibracién se hace a 220 nm y la lectura de las muestras debe
hacerse a 220 y 275 nm simultaneamente.

NOTA: La configuracion del equipo para la lectura de una curva o lectura de muestras, lo encuentra en el instructivo del
equipo M-S-LC-1008.

8.4.5. Lecturade la curva

Mida 25 mL de agua ultra pura en una probeta y viértalos en un Erlenmeyer de 125 mL.
Adicione 0,5 mL de la solucion de &cido clorhidrico HCI ~1N y agite.

Programe primero el equipo. Haga clic en “File” del menu principal y seleccione “New Method”. Para mayores
detalles, remitase al instructivo del equipo, M-S-LC-1008.

Los estandares se leen en el equipo a 220 nm, previamente establecido en el equipo en la ventana de
“Quantification” y también se leen como muestras a 220 nm y 275 nm, previamente establecido en el equipo en la
ventana de “Ratio / Equation” en donde debe digitar la ecuacion correspondiente a la Ultima curva aprobada y se
deben leer dentro de los 20 minutos siguientes de haber adicionado el acido.

Inicie las lecturas leyendo primero el Blanco; para esto purgue la celda dos veces con la solucién (blanco) e
introdUzcala en el portacelda, lea como “Blanco”, verifique la observacién de una linea recta horizontal en el rango de
la longitud de onda y luego Iéalo como “Estandar” e ingrese la informacion que el equipo le solicite (nombre,
concentracion, etc.) y antes de sacar la celda del portacelda, léalo como “Muestra” y vuelva a ingresar la informacion
solicitada por el equipo. La absorbancia del blanco a 220 nm, debe registrar cifras exponenciales de 104y 10.

Siga con el primer estandar, el de menor concentracién y 1éalo como “Estandar” ingresando la informacién que el
equipo le solicite y luego sin sacar la celda, léalo como “Muestra” e ingresando la informacion necesaria, contintie
con los siguientes estandares de control en orden creciente de concentracion.

Una vez leidos el blanco y todos los estandares de la curva, cambie la constante de la ecuacidn por la nueva que
arroja la curva leida y oprima “Calibrar”. La nueva constante de la ecuacién. (Ver instructivo del equipo, M-S-LC-
1008).

Grabe la curva, los estandares y las lecturas como muestras, en las carpetas Method, Standard y Data
respectivamente, de la carpeta Nitratos y afio correspondiente, archivandolos con la fecha en que se realizd el
analisis, afio, mes, dia (aaaa/mm/dd).

Imprima el Método y Resultados de la curva en el formato y entréguelos al Lider de fisicoquimica para su
aprobacion y respectiva asignacion de consecutivo.

8.4.6. Lectura de las muestras

Configure el equipo con las dos longitudes de onda (220nm y 275 nm) en la ventana “Ratio / Equation” y con la
ecuacion de la ultima curva aprobada. Ver instructivo del equipo, M-S-LC-1008, para mayores detalles.
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Sirva 25 mL de agua ultra pura en un Erlenmeyer de 100 mL o 125 mL y adiciénele 0,5 mL de HCI ~1N y léalo dentro
de los siguientes 20 min después de haber adicionado el acido. Léalo como “Blanco” y luego como “Muestra” e
identifiquelo como “Blanco”. Confirme que los exponentes de las absorbancias del blanco, estén en el orden de 10y
10,

Sirva 25 mL del estandar de control LCM de 0,1 mg N-NOs/L y transfiéralos a un Erlenmeyer de 100 mL o 125 mL.
Adicione 0,5 mL de HCI ~1N. Léalo como muestra dentro de los siguientes 20 min, e identifiquelo como “LCM 0,1
mg N-NOs/L".

Repita el paso anterior con los estandares de 1.0 mg N-NOs/L y con las muestras previamente filtradas, (ver numeral
8.4.2), identificandolas con su respectivo nombre o codigo y dilucién realizada segun cada caso.

Reserve el resto del filtrado para posibles diluciones o duplicados.
Con cada lote de muestras analice:

Un blanco de reactivos.

Un estandar de control LCM de 0,1 mg N-NOs/L.

Una muestra fortificada de laboratorio (MFL)

Un duplicado de la muestra fortificada de laboratorio (DMFL).

Un duplicado de muestra por cada 20 muestras (0 menos).

Un estandar de Control de Calibracion Continua (CCV) de 1,0 mg N-NOs/L por cada 10 muestras, y otro al finalizar
el lote.

Un Blanco de Calibracién Continua (CCB) por cada 10 muestras, y otro al finalizar el lote.

AN N N NN

\

Almacene los datos con la fecha en que se realizé el analisis, afio, mes, dia (aaaa/mm/dd) en la carpeta de Nitratos y
afio correspondiente, en la ventana “Save as” y “Sample” del menu “File”.

Imprima el reporte y entréguelo al Lider Fisicoquimico para la revisién correspondiente.

Registre los resultados de los estandares, duplicados y fortificados, en las cartas de control digitales, verifique que
los valores se encuentren dentro de los limites de control.

NOTA: La lectura del blanco se hace para ajustar el cero de absorbancia con agua UP. La lectura de absorbancia a una
longitud de onda de 220 nm, es para obtener la concentracion de NOs~ y la lectura a una longitud de onda de 275 nm es
para determinar la interferencia debida a la materia organica disuelta. Las muestras que a 275 nm obtengan resultado
mayor a 0,25 unidades de absorbancia deben diluirse, aunque la concentracién de nitratos esté dentro del rango de

medicion.
8.5. Formatos
e  M-S-LC-F007 Formato Control Diario del Manejo de Equipos.
o  M-S-LC-F055 Carta Control de Exactitud
e  M-S-LC-F056 Carta Control de Precision — Duplicados
e  M-S-LC-F057 Carta Control Porcentaje de Recuperacion y Duplicados de Recuperacién
e  M-S-LC-F011 Entrega de Muestras a Analistas
8.6. Procedimiento de datos y calculo de resultados

El espectrofotémetro arroja resultados en mg N-NOs/L de acuerdo con el factor de dilucién digitado en el momento de la
lectura, aplicando la siguiente formula:
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mg N-NOs/L =m * (Absorbancia 220 nm — (2 * absorbancia 275nm))

Donde:

m = inverso de la pendiente de la curva de calibracién.

Absorbancia = Lectura realizada por el espectrofotometro.

N-NOs-/L = Concentracion de nitratos calculada y registrada por el espectrofotémetro UV-VIS.

Para las muestras y los estandares, reste dos veces la lectura de absorbancia a 275 nm de la lectura a 220 nm para
obtener la absorbancia debida al NO3.

Absorbancia corregida = Absorbancia 220 nm — (2 * absorbancia 275nm)

NOTA: Si el valor de correccion es superior al 10% de la lectura a 220 nm, entonces la concentracion de nitratos se
considera estimada.

Construir una curva estandar trazando la absorbancia debida al NOs frente a la concentracion de NOs-N del estandar.
Utilice una hoja de calculo para encontrar la pendiente y la intersecciéon de la curva de calibracién mediante una
regresion lineal de minimos cuadrados. Calcular la concentracion de NO3 a partir de la siguiente ecuacion:

mg N-NOs/L = Absorbancia corregida - Intercepto
pendiente

Tener en cuenta que la determinacion sobre muestras preservadas con acido sulfurico a pH < 2 incluye el contenido de
Nitritos, en muestras no preservadas solo se determinan los nitratos. Para reportar el resultado en el caso en que el dato
de Nitritos es mayor al limite de deteccion, se realiza la resta entre el resultado del analisis de nitratos y el de nitritos y se
redondea a dos cifras significativas redondeando de acuerdo con los criterios establecidos en el procedimiento de
lineamientos de control de calidad analitica.

9. DIAGRAMA (Ver anexos 1y 2)

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. 23rd Edition, Washington D.C, 2017. 4500-NO; B.

1 Esfera del agua. https://www.esferadelagua.es/agua-y-tecnologia/contaminacion-del-agua-por-nitratos-y-tecnicas-para-
su-tratamiento. 2013.
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11. HISTORIAL DE CAMBIOS

Version Fecha Descripcion
01 26/04/2019 Creacién del documento con base a la nueva estructura del SGI
02 21/10/2020 Nueva version produpto de la actualizacion de”Ia documentacion del
Sistema Integrado de Gestion.
En Tabla 3 Se corrigio CCV por CVS. Numeral 8.4.6 se corrigid
VCC por CCV y BCC por CCB. Numeral 8.5 Se corrigi6 el nombre
del formato M-S-LC-F056. Numeral 8.6 Se adiciona la ecuacion de
la absorbancia corregida y se expresa el criterio del SM respecto al
03 29/03/2022 o , ) )
10% de la absorbancia corregida comparada con la absorbancia a
220 nm. Se ajusto el estdndar de control diario que se encontraba
en 0,2 a 0,1 mg N-NOs/L (LCM). Realizado por Gladys Yadira Guiza
y Nury Alejandra Mesa Buitrago
ELABORO: REVISO: APROBO:
e , Carlos Martin Velasquez .
Gladys Yadira Giiiza Arias Ramirez ; Claudia Maria Avila Laverde
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ANEXO 1. Diagrama de flujo — Marcha analitica

Alistamiento equipos y matenal;
balanza, pipetas volumétricas

l

Verificacion de equipos

l

;El equipo
funciona?

ia

Solicitud de materales y muestras

NO

Maotificar fallas al Lider Técnico o al
Lider de Analisis Fisico-guimico

h 4

Preparacion estandares, controles de
concentracicn bajo y alto

l

Preparar la curva de calibracion a partir
del patron de 100 mg N-NOs/L, con las
siguientes concentraciones: 0,1 - 0,5 —
2,0-3,0-5,0 mg N-NOs/L.

h J

L

L J
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N

Filtrar las muestras a traveés de membrana

de acetalo de celulosa 0.45 um. Muestras

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

[
4

Sirva 25 mL de muestra y adicidnele 0,5 mL de
HCI ~1N. Homogenice y lea dentro de los
siguientes 20 min, a 220 nm y 275 nm, en el
espectrofotometro

L 4

Con el grupo de muestras, pasar un
blanco, los estandares de control bajo y
alto, muesira por duplicado, muesira
adicionada y duplicado de |a muestra
adicionada

l
D
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ANEXO 2. Diagrama de flujo — Manejo del equipo

=D

Diligencie el formato de control diario de manejo de
equipo formato M-5-LC-F-007.

—L ™

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

LEl equipo
funciona?

NO

Corija el error del equipo, verifique las
conexiones, si continua la falla nofifique
las fallas al Lider de Quimica Basica o al
Lider de Andlisis 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 |a 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 dptimos.

Para crear un nuevo método: en el Mend oprima File,
New Method [Click]. Ventama 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

'

Dejar opeion Quantification en ventana task, y Colocar celda con blanco de reactivo en espectrofotdmetro, 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].Introduzea la concentracion, Lea el Blanco como muestras, Proceda de igual forma con fodos 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

dilioencie la informacion. lealo como SAMPLE.

v

En la ventana Calibration Table, Calibrate oprimir [Click), para calibrar.
Men File, Save Merhod, File save Sample As en la carpeta DATA.

!

A
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curva. [Click] y [OK).

PARA LEER MUESTRAS. Mend, File, Load Method [Click]. Campeta
methods - Carpeta analite - Carpeta afo actual - escoger la dltima

¥

Si el analisis requiere de dos longitudes de

Si aparece caja Waming, seleccionar [ampara a utiizar o mediante &

dibujo en la pantalla.

» onda Pasar a opcion ratin/Equation (ventana
task) y llenar informacidn de ecuacidn vy
relacion de longitudes de onda [OK, Si es una

blanco de reactives. Pulsar el boton

didlogo - Sample.

Colocar en el porta-celdas del espectrografo la celda

perfectamente lavada, purgada, y secada, llenada con
Blank.

Leer el blanco como muestra e identificarlo en la caja de

L

sola longitud, Fijar opcidn Cuantification en
ventana task.

Dar click en Config = Report y digitar alguna

:

exterior.
Sample, identificarlo en la caja de dislogo - Sample.

Desechar contenido de celda, purgar con el estandar de
confrol de baja concentracidn, llenar la celda, y secar su
Colocarla en espectrofolometro, Pulsar el boton

v

Repetir lo anterior con el esténdar de mayor
concentracion y las muestras a analizar en la
marcha analifica prevista. Si la muestra se ha
diluido, cologue el factor de dilucion en la
informacian de la muestra.

descripcion del analisis a realizar.

Salvar lectura de muesfras: Mend File, Save, Samples
As [Click]. Almacene los dafos en la carpeta del analito
analizado, en la sub carpeta del afio comespondients. y
guarde los resultados analiticos donde corresponda;
archivandola por la fecha en que se realizo, dos digitos
para dia, mes y ano (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 méfodo 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 reporte). Diligencie el formato recepcion de
muestras y control de analisis, deposite los residuos en la caneca correspondiente, solicite el lavado de material,
diligenciando el formate de solicitud. Digite el registro de resultados aprobados en la base de dates del IDEAM.

C

Fin.

)
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