A

e g m w [nstituto de Hidrologia,
JU, EA J‘,nl Metearologia y
AUV Estudios Ambientales

INSTRUCTIVO DE ENSAYO.
DETERMINACION FOSFORO SOLUBLE POR EL | Version : 01
METODO DEL ACIDO ASCORBICO SM 4500-P E

Cadigo: M-S-LC-1020

Fecha: 14/12/2017
Pagina: 1 de 10

1. OBJETIVO

Establecer la metodologia para la determinacién del fosforo soluble en agua, por el método

colorimétrico de acido ascérbico SM 4500-P, B.

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 aplicacién es de: 0,03 mg

P-PO4 /L — 100 mg P-PO4 / L.

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

Tabla 1. RESULTADOS VALIDACION DEL METODO

NOMBRE DEL METODO:

Fésforo Reactivo Disuelto En Agua Por El Método Del Acido Ascérbico

FECHA DEL INFORME DE ESTANDARIZACION:

Enero 2000
PARAMETRO VALOR UNIDADES OBSERVACION

LIMITE DE DETECCION 0.03 mg P-PO4 /L Corresponde al limite de cuantificacion.
PRECISION EN TERMINOS DE 8.5 % Std bajo 0.1 mg P-PO4 / L
%CV 17 % Std alto 1.0 mg P-PO4 / L

14 % Std bajo 0.1 mg P-PO4 / L
EXACTITUD EXPRESADO COMO
% DE ERROR RELATIVO

42 % Std alto 1.0 mg P-PO4/ L
RANGO DE TRABAJO (Lectura 0.03-1.0 mg P-POs / L Sin dilucion de la muestra
Directa)
INTERVALO DE APLICACION —
DEL METODO 0.03-100 mg P-POs /L Para una dilucion de 100 veces
RECUPERACION EXPRESADO 123 % Std bajo 0.1 mg P-PO. / L
COMO % 79 % Std alto 1.0 mg P-PO4 / L

3. DEFINICIONES

mg P-PO4/L = miligramos de fosforo como orto fosfato por litro.

g = gramos
ug = microgramos

um = micrometros
s = Desviacion estandar
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UV - VIS = Ultravioleta - Visible

4. ASPECTOS DE SALUD Y SEGURIDAD 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: bata, zapatos
antideslizantes, guantes, respirador para acidos y gafas protectoras

Los residuos producto del andlisis de la determinacion, se tratan de acuerdo al documento disposicion de
muestras y residuos de analisis.

5. EQUIPOS, REACTIVOS Y MATERIALES

5.1 EQUIPOS

e  Espectrofotometro UV-VIS
e Balanza analitica

5.1.1 Verificacion de Equipos

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

5.2 REACTIVOS
Solicitar los reactivos diligenciando el formato para tal fin.
e  Agua ultra pura.

e Acido sulfarico (H2S04), 5N: En un vaso de precipitado de 400 mL, agregar 200 mL de agua ultra
pura, adicionar lentamente y con agitacién 70 mL de acido sulfdrico (H.SOs) concentrado, como se
produce una reaccién exotérmica, esperar hasta la solucidén este fria, en ese momento transferir
cuantitativamente la solucién a un balén de 500 mL y completar con agua ultra pura. Mantener en
frasco de vidrio a temperatura ambiente.

e Solucion de Tartrato de Antimonio y Potasio: Disolver 0.6858 g de K(SbO)C4sH40s:2H20 en 200
mL de agua ultra pura, en un baldn aforado de 250 mL llevar a volumen. Almacenar a temperatura
ambiente en frasco de vidrio por un periodo de tiempo no mayor a 3 meses. No utilizar este reactivo
después del tiempo recomendado ya que forma un precipitado azul en las muestras, minutos después
de adicionar el reactivo combinado, registrando valores mas bajos en los resultados.

e  Solucion de Molibdato de Amonio: Disolver 20 g de heptamolibdato de amonio tetrahidratado,
(NH4)sM07024-4H,0 en 500 mL de agua ultra pura. Almacenar refrigerado en frasco de vidrio por un
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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 analisis. Agitar muy bien antes de utilizar.

e Acido Ascérbico, 0,1 M: Disolver 1,76 g de 4cido ascorbico en 100 mL de agua ultra pura. Guardar
en frasco de vidrio &mbar, esta solucién 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. PROPORCIONES DE REACTIVOS

Numero de Acido
muestras Volumen H2S0: SN Tartrato (mL) Molibdato (mL) ascorbico
preparado (mL)
aprox. (mL)
25 100 mL 50 5 15 30
20 80 mL 40 4 12 24
12 50 mL 25 2.5 7.5 15
7 30 mL 15 1.5 45 9

Nota: Si se prepara este reactivo en un recipiente de vidrio transparente se puede observar una coloracion
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.

o  Solucién Patron de Fosfato de 50 mg (P-PO4)/L: Colocar 0.25 g de fosfato diacido de potasio
también denominado fosfato monobasico de potasio KH2PO, grado analitico a secar a 105°C durante
dos (2) horas. Disolver en agua ultra pura 0,2195 g de KH,PO4 anhidro y diluir a 1000 mL en baldn
volumétrico. Aimacenar en nevera a 4°C en frasco de vidrio. 1,00 mL = 50,0 pug PO42P.

5.3 MATERIALES

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.

Probeta de 25 mL y 50mL.

Pipeta Pasteur.

Microespatula.

Celda de vidrio.

Papel para limpiar lentes.

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

Los solidos suspendidos se deben remover por filtracion a través de membrana con diametro de poro de
0,45 pum.



DETERMINACION FOSFORO SOLUBLE POREL | Version : 01

6 INSTRUCTIVO DE ENSAYO. Codigo: M-S-LC-1020

1
INE AR Weteorologiay
IDEAM Yotemeioeiny ares

anancs | METODO DEL ACIDO ASCORBICO SM 4500-P E | Fecha: 14/12/2017

Pagina: 4 de 10

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. Concentraciones tan bajas como 0.1 mg As/L interfieren con la determinacién del fosfato

El cromo hexavalente y NOy interfieren y dan resultados alrededor del 3% bajo concentraciones de 1 mg/L
y de 10% a 15% bajo concentraciones de 10 mgl/L.

El sulfito (Na,S) y silicatos no interfieren a concentraciones de 1.0 y 10 mg/L.

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

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 3. CONTROL DE CALIDAD METODO 4500-P E

, . Matriz Fortificada en Laboratorio
Blanco(:neé)M Gtodo BIE:E;Z:OT:E?L(;%; n (LFM) y Duplicado Matriz Fortificada Otro
en Laboratorio (LFMD)
X X X 3

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

Los blancos se analizan para determinar si la calidad del agua y de los reactivos es dptima. Estos
deben registrar absorbancia con cifras exponenciales de 103y 10+,

Verificar los estandares de control, si el resultado analitico cae fuera de los limites de control
normales, revisar los estandares de calibracién, los reactivos, material de vidrio y los blancos. El
analisis solo se puede reanudar cuando se corrija €l problema.

Los duplicados evallan la limpieza del material de vidrio, la purga adecuada de la celda, la
replicabilidad del método. 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., el porcentaje de la
diferencia entre los duplicados no debe ser mayor al 10%, si la variacién excede este limite, repetir el
andlisis.

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 0 menos.

Llevar los registros de los estandares de control de 0.10 mg P/L y 1,00 mg P/L en una carta de control
para la determinacion de fosforo soluble - método del &cido ascorbico.

Cuando los resultados se encuentren entre el limite de alarma y control, revisar todo el procedimiento
para determinar que ocurrio. 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 andlisis hasta verificar que sucedié, comunicar la anomalia al lider de fisicoquimica, iniciar
nuevamente la marcha analitica cuando el lider de analisis lo ordene.
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8. DESARROLLO
8.1 PRINCIPIO

El fosforo 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 organicos. El
andlisis de fésforo envuelve dos pasos generales: (a) conversion de la forma de fosforo de interés a
ortofosfato disuelto, y (b) determinacion 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
didmetro 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 proliferacion de
algas y otros vegetales acuaticos (eutrofizacién). Los polifosfatos utilizados en los detergentes o en el
tratamiento de aguas perjudican la depuracién, al impedir la floculacién y el desendurecimiento, al tiempo
que pueden producir gran cantidad de espuma.

Segun la resolucion 2115 del 2007 del 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 nitritos.

8.2 TOMA Y PRESERVACION DE LA MUESTRA

Colectar la muestra en envase de vidrio ambar y no adicionar ningln preservante, refrigerar
inmediatamente. Las muestras con bajas concentraciones de fosforo 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 analisis de 48 horas. La muestra
debe ser filtrada entes de realizar el analisis, filirar toda la botella ya que se comparte el filtrado con los
andlisis de nitritos y sulfatos, siempre y cuando el volumen de muestra sea suficiente para los tres analitos.

8.3 LIMPIEZA DE VIDRIERIA

La contaminacion 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.

Lavar toda la vidrieria con jabén neutro libre de fésforo, enjuagar con agua de la llave, posteriormente dejar
en HCI diluido al 5% y enjuagar muy bien con agua destilada. Consultar el procedimiento Lavado material
de vidrio.

Utilizar la vidrieria a la que se le haya efectuado control de calidad y reserve esta vidrieria Unicamente para
las determinaciones de fésforo.
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8.4 EJECUCION DE LA TECNICA

8.4.1

Procedimiento de Preparacion de Estandares

8.4.1.1 Estandares de curva calibracion

A partir de la solucion patrén de fosfato de 50 mg P-PO4/L, preparar los estandares de las siguientes
concentraciones 0.03, 0.10, 0.50 y 1.00 mg P-PO4/L y elaborar la curva de calibracién, con éstas
concentraciones.

Preparar un estandar intermedio de 10 mg/L a partir de la solucion patron de 50 mg/L, tomar 20 mL y
llevarlos a volumen en un balén aforado de 100 mL, con agua ultra pura.

Preparar un estandar de 1,00 mg/L a partir de la solucién intermedia de 10 mg/L, tomar 10 mL de ésta
solucién y llevar a volumen en un balon aforado de 100 mL, con agua ultra pura.

Preparar un estandar de 0,50 mg/L a partir de la solucién intermedia de 10 mg/L, tomar 5 mL de ésta
solucion y llevar a volumen en un balon aforado de 100 mL, con agua ultra pura.

Preparar una solucion intermedia de 0,30 mg/L a partir de la solucién intermedia de 1,00 mg/L, tomar
30 mL de ésta solucion y llevar a volumen en un balén aforado de 100 mL, con agua ultra pura.

Preparar un estandar de 0,10 mg/L a partir de la solucién intermedia de 1,00 mg/L, tome 10 mL de
ésta solucién y llevar a volumen en un balén aforado de 100 mL, con agua ultra pura.

Preparar un estandar de 0,03 mg/L a partir de la solucién intermedia de 0,30 mg/L, tomar 10 mL de
ésta solucién y llevar a volumen en un balén aforado de 100 mL, con agua ultra pura.

Nota: Preparar una curva de calibracién cada vez que cambie de solucién de coloracion (lote de reactivo),
solucién patron de fosfatos

8.4.2 Procedimiento de Analisis

8.4.2.1 Curva de Calibracion. Con los estandares preparados en el numeral anterior proceder de la
siguiente forma:

Encender el espectrofotémetro UV-VIS con la lampara de tungsteno (roja en el equipo) 45 minutos
antes de iniciar las lecturas. La lectura de fosforo soluble debe hacerse a 880 nm. Cargar la curva
correspondiente a la Ultima preparacion de reactivos.

Verificar que la celda de vidrio de 1cm esté perfectamente limpia, si esta manchada de color azul,
dejarla en jabén libre de fésforo y enjugar perfectamente con agua desionizada, si continua manchada
lavarla con &cido sulfurico 5N y enjuagar con agua desionizada.

Al iniciar la determinacion del fésforo, transferir una alicuota de 25 mL del blanco y de los estandares,
adicionar 4 mL del reactivo combinado al blanco y a los estandares, mezclar completamente, después
de minimo 10 minutos, pero antes de 30 minutos, leer en el espectrofotémetro.
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e Para iniciar las lecturas fotométricas, colocar el blanco de reactivos en la celda, leer como blanco,
verificar la observacion de una linea recta horizontal en el rango de la longitud de onda de los 880 nm,
inmediatamente leer como estandar y como muestra y codificar como blanco, la absorbancia debe
registrar cifras exponenciales de 103y 10, continuar con los estandares en orden creciente desde
los de méas baja concentracion, leer como estandares y enseguida como muestras. La gréfica de
absorbancia contra concentracion de fosfato da una linea recta que pasa por el origen.

e Almacenar los datos en la carpeta del afio correspondiente, en la subcarpeta fosforo soluble. Grabar
la curva, los estandares y las muestras de dicha curva de calibracidn, archivar por fecha en que se
realizé el andlisis, dos digitos para dia, mes y afo (dd/mm/aa), en las carpetas curvas, estandares y
muestras respectivamente. Imprimir el reporte y entregar al encargado de la auditoria de verificacion.

8.4.2.2 Procesamiento de la Muestra

e  Solicitar las muestras a analizar diligenciando el formato correspondiente.

o  Filtracion preliminar. Filtrar las muestras para la determinacién de fosforo disuelto reactivo a través
de membranas de acetato de celulosa de 0,45 um. Las muestras de dificil filtracién se deben filtrar
con un prefiltro de fibra de vidrio.

o  Correccion 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 exclusivamente 50 mL de H2SO4 5N y 15 mL de molibdato de amonio). Leer
este blanco como muestra, registrar el codigo 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.

e  Procesamiento de la muestra: Adicionar a cada muestra 4,0 mL del reactivo combinado, mezclar
completamente y leer en el espectrofotometro.

e Al pasar un grupo de muestras, correr inicialmente un blanco de reactivos, leer como blanco y como
muestra, enseguida pasar un estandar de fosfato de baja y luego uno de alta concentracién.

o El equipo solicita el codigo o la rotulaciéon de cada muestra, el cual corresponde al asignado en el
consecutivo de radicacion al ingreso al laboratorio; dado que en la pantalla se puede observar la
absorbancia registrada para cada muestra, verificar que la muestra no sobrepase el rango de
absorbancia obtenida en la curva de calibracién para el estandar de mas alta concentracion (1,00
mg/L).

e  Almacenar los resultados primarios en el disco duro del computador del espectrofotémetro, en el que
queda registrado el nombre del analito, nombre del método, archivo de la curva, ecuacién de
calibracion, LPC, fecha y hora del andlisis, nombre del operador, firma, nombre de la muestra, factor
de dilucion, concentracion (mg/L) y absorbancia. Imprimir el reporte y entregar al oficial de calidad.
Reportar la concentracion redondeando el resultado con 2 cifras significativas.

o  Registrar los resultados con 2 cifras significativas en la carta de control, verificar que los valores se
encuentren dentro del rango de 2 (s) desviaciones estandar por encima o por debajo, respecto del
valor tedrico esperado.
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8.4.5 Calculo de Resultados

El espectrofotémetro arroja resultados en mg POs~P mg /L de acuerdo al factor de dilucién digitado en el
momento de la lectura, aplicando la siguiente formula:

PO4~P mg /L = Pendiente x Absorbancia x FD

Pendiente = Obtenida a partir de la curva de calibracién.

Absorbancia = Lectura realizada por el espectrofotometro.

mg/LP-PO.= Concentracién de fosfatos calculada y registrada por el espectrofotdmetro UV-VIS.
FD= factor de dilucion.

9. DIAGRAMA

Ver anexo1

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.4500-P E. 22 ed., New York, 2012.

o Instructivo Lavado material de vidrio.

o Disposicion final de residuos.

¢ Manual de Higiene, Salud Ocupacional y Seguridad en el Laboratorio
o Aseguramiento de calidad.

o Verificacion y auditoria de datos analiticos

o Aseguramiento de control de calidad analitica

o Solicitud de muestras para analisis

o Solicitud de reactivos, vidrieria y materiales

Rétulos de reactivos
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ANEXO 1. Diagrama

Alistamiento equipos y material:
balanza, pipetas volumétricas

l

Verificacion de equipos

i

¢El equipo
funciona?

ia

Solicitud de materiales y muestras

NO

Mofificar fallas al Lider Técnico o al
Lider de Andlisis Fisico-guimico

k

Preparacion estandares, controles de
concentracién bajo y alto

l

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

cm.
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l

Filtrar las muestras a través de membrana

de acetato de celulosa 0.45 pm. Muestras

dificiles de filirar, filirar con un prefiltro de
fibra de vidrio

hd

Muestras coloreadas o muy turbias,
preparar un blanca con la muastra filtrada,
medir 2& mL de muestra, adicionar 4 mL de
reactivo combinado (mezcla de 50 mL de
Hz50s 5 M y 15 mL de molibdato de
amonio). Leer este blanco como muestra.

h

A cada 25 mL de muesira, adicionar 4 mL
de reactivo combinado, homogenizar
completamenta y leer en el
espectrofotdmetro.

Con &l 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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