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1. DESCRIPCION

El fésforo se encuentra en las aguas naturales y residuales casi exclusivamente en
forma de fosfatos, clasificados en ortofosfatos, fosfatos condensados como el piro,
meta y otros polifosfatos, y los ligados organicamente. Se presentan en solucion,
particulas o en los cuerpos de organismos acuaticos.

Estas formas del fosfato surgen de una diversidad de fuentes. Cantidades pequefas
de algunos fosfatos condensados se afiaden a algunos suministros de agua durante
el tratamiento, y se pueden afadir cantidades mayores de los mismos compuestos
cuando el agua se utiliza para lavar ropa u otras limpiezas, ya que son los
componentes principales de muchos preparados comerciales para la limpieza. Los
fosfatos se utilizan ampliamente en el tratamiento de aguas de calderas. Los
ortofosfatos aplicados como fertilizantes a la tierra cultivada agricola o residual son
arrastrados a las aguas superficiales con las lluvias y, en menor proporcion, con la
nieve derretida. Los fosfatos organicos se forman principalmente en procesos
biolégicos. Son aportados al alcantarillado por los residuos corporales y de
alimentos, y también se pueden formar a partir de los ortofosfatos durante los
procesos de tratamiento bioldgico o por recibir la carga biologica del agua.

Las fracciones de fosfato convertidas en ortofosfato solo por destruccion oxidante
de la materia organica presente, se consideran “fésforo organico” o “ligado
organicamente”. La intensidad de oxidacién requerida para esta conversion
depende de la forma del fosforo organico presente y, hasta cierto punto, de su
cantidad. Al igual que el fésforo reactivo y el hidrolizable con acido, el fésforo
organico se encuentra tanto en la fraccion disuelta como en la suspendida.

Tanto el fosforo total como las fracciones disuelta y suspendida pueden dividirse
analiticamente en los tres tipos quimicos descritos: reactivo, hidrolizable con acido
y fésforo organico.

2. ALCANCE
La determinacion de fésforo total en aguas mediante la técnica espectrofotométrica

de UV-Visible, de acuerdo a la experimentacion base de la verificacion
correspondiente, es aplicable para las matrices: Superficial y Residual, en



concentraciones a partir del MRL (definido experimentalmente) en adelante,
teniendo en cuenta como rango de trabajo lineal concentraciones entre 0,1 mg/L y
1,0 mg/L.

3. FUNDAMENTOS DEL METODO

3.1.Principio

Debido a que el fosforo puede encontrarse en combinacion con materia organica,
un método de digestién para determinar el fésforo total debe ser capaz de oxidar
eficazmente la materia organica para liberar el fésforo como ortofosfato. EI método
de acido nitrico-acido sulfurico se recomienda para la mayoria de las muestras.

El analisis del fosforo incluye dos pasos generales en los métodos:
a) Conversion de la forma fosfatada en ortofosfato disuelto.
b) Determinacion colorimétrica del ortofosfato disuelto.

La separacion del fosforo en sus varias formas se define analiticamente, pero se
han seleccionado las diferenciaciones analiticas de modo que puedan utilizarse con
fines interpretativos.

La hidrolisis acida a la temperatura de ebullicién del agua transforma los fosfatos
condensados, disueltos y en particulas, en ortofosfato disuelto. La hidrdlisis libera
inevitablemente algo de fosfato a partir de los compuestos organicos; pero puede
reducirse al minimo eligiendo cuidadosamente la fuerza del acido y el tiempo y
temperatura de hidrdlisis. Para esta fraccion es preferible el término “fésforo
hidrolizable por acido” al de “fosfato condensado”.

Las fracciones de fosfato convertidas en ortofosfato solo por destruccién oxidante
de la materia organica presente, se consideran “fésforo organico” o “ligado
organicamente”. La intensidad de oxidacién requerida para esta conversion
depende de la forma del fosforo organico presente y, hasta cierto punto, de su
cantidad. Al igual que el fésforo reactivo y el hidrolizable con acido, el fésforo
organico se encuentra tanto en la fraccion disuelta como en la suspendida.

Tanto el fosforo total como las fracciones disuelta y suspendida pueden dividirse
analiticamente en los tres tipos quimicos descritos: reactivo, hidrolizable con acido
y fésforo organico.
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En este caso particular, el molibdato amoénico y el tartrato antimonilico potasico
reaccionan en medio acido con ortofosfato para formar un acido heteropoliacido
fosfomolibdico que se reduce a azul de molibdeno, de color intenso por el acido
ascorbico.

3.2.Interferencias

Los arseniatos reaccionan con el reactivo de molibdato y producen un color azul
similar al formado con el fosfato. Concentraciones de arseniato tan bajas como 0,1
mg As/L interfieren en la determinacion de fosfato. El cromo hexavalente y NOz
interfieren y dan resultados un 3% mas bajos a concentraciones de 1mg/L, y del 10-
15% mas bajos a la de 10 mg/L. Sulfuro y silicato no interfieren a concentraciones
de 1y 10 mg/L.

La presencia de turbidez y color en la muestra debe corregirse elaborando un blanco
de muestra agregando todos los reactivos excepto el acido ascorbico y el tartrato
de antimonio y potasio a la muestra. Reste la absorbancia del blanco de muestra a
la absorbancia de la muestra.

4. TOMA DE MUESTRA'Y ALMACENAMIENTO

Agregue acido sulfurico para alcanzar un pH <2 y refrigere entre 0 y 6 °C o congele
a -10°C o menos sin afadir acido. Analice la muestra en un plazo de 28 dias desde
la recoleccion.

No almacenar las muestras con bajas concentraciones de fosforo en frascos de
plastico, a no ser que se mantengan congeladas, porque los fosfatos pueden
adsorberse sobre las paredes del plastico. Lavense todos los recipientes de vidrio
con HCI diluido caliente, y después varias veces con agua destilada. No usar nunca
detergentes comerciales que contengan fosfatos para limpiar el material de vidrio
utilizado en el analisis de fosfatos.

5. INSTRUMENTAL Y EQUIPOS

e Espectrofotometro (880 nm).

e Vidrieria volumétrica en general.

e Plancha de calentamiento.

e Extractor de gases

¢ Elementos de proteccién personal.
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REACTIVOS

e Agua grado reactivo.

 Acido sulfarico concentrado (H2S04).

 Acido nitrico concentrado (HNO3) 65%.

e Solucién de acido sulfarico 5 N: disolver 70 mL de acido sulfurico
concentrado (H2SOa4) y llevarlos a 500 mL de solucién con agua destilada.

e Solucién hidroxido de sodio 1 N: disolver 20 g de hidréoxido (NaOH) en
perlas, en 400 mL de agua grado reactivo en un matraz aforado de 500 mL y
diluyase a volumen.

e Solucidén de tartrato de potasio antimonial: disolver 0.6857 g de tartrato
de potasio [K(SbO)C4H406*1/2H20] en 200 mL de agua destilada en un
matraz aforado de 250 mL y diluyase a volumen.

e Soluciéon de molibdato de amonio: disolver 10 g de molibdato
[(NH4)6M07024.4H20.] en 200 mL de agua destilada en un matraz aforado de
250 mL y diluyase a volumen.

e Solucién de acido ascérbico 0,01 M: disuélvanse 1.76 g de acido ascérbico
en 100 mL de agua destilada. La solucion es estable durante una semana,
aproximadamente a 4°C.

e Solucidn indicadora de fenolftaleina: disolver 1 g de fenolftaleina en 100
mL de etanol al 95% o iso-propanol, y afiadir 100 mL de agua grado reactivo.

e Reactivo combinado: mezclar en un matraz 50 mL de H2SO4 [5N], 5mL de
tartrato, 15 mL de molibdato y 30mL de acido ascorbico. Mezclar después de
agregar cada reactivo. Dejar que todos los reactivos alcancen la temperatura
ambiente antes de mezclar y hacerlo en el orden indicado. Si se forma
turbidez en el reactivo combinado, agitar y dejar reposar unos minutos hasta
que desaparezca la turbidez antes de proceder. El reactivo es estable
durante 4 horas.

o Estandar de fosfatos: utilice una fuente comercial, o preparela disolviendo
219.5 mg de potasio dihidrégeno fosfato (KH2PO4) anhidro en agua grado
reactivo hasta 1000 mL. 50 mg PO4-P/L.

e Solucién de trabajo de fosfatos: diluya 20 mL del estandar de fosfatos en
100 mL de agua grado reactivo. 10 mg PO4-P/L.

e Solucién de fosfatos de segunda fuente: adquiera o prepare a partir de
una fuente comercial diferente a las utilizadas
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7. PROCEDIMIENTO

Digestién acida preliminar:
i. Tome 50 mL de muestra en un Erlenmeyer de 125 a 250 mL segun su
preferencia.

ii. Adicionar 1 mL de H2SO4 concentrado y 5 mL de HNO3s concentrado, agitar
moderadamente para homogenizar la solucidn resultante.

iii. Llevar la muestra a digestion en una plancha de calentamiento hasta que el
volumen se reduzca, por ebullicion, a una porciéon de 1 mL.

iv.  Enfriar hasta temperatura ambiente, afiadir 20 mL de agua destilada, 2 gotas
de indicador de fenolftaleina y agregar la cantidad necesaria de solucién de
NaOH 1 N hasta producir un ligero tinte rosa.

a. NOTA: Si después de afiadir 20 mL de agua destilada la muestra esta
muy turbia, esta debe ser filtrada para remover material suspendido.

v.  Transferir la solucion neutralizada a un balén aforado de 100 mL y completar
a tope con agua destilada.

Determinacién de fosforo:

i. A partir de lo anterior, tomar 50 mL de la muestra y llévelos a un Erlenmeyer.

ii. Anadir 1 o 2 gotas de H2SO4 5 N hasta desaparecer la coloracion rosa del
indicador.

iii. Adicione 8 mL del reactivo combinado.

iv. Agitar cuidadosamente la solucion final, dejarse reposar durante 10 a 30
minutos, leer en espectrofotometro a 880 nm, registrar en la captura de datos
la respectiva absorbancia y calcular la concentracion correspondiente de
fésforo total.

8. CALCULOS Y RESULTADOS

Prepare la curva de calibracion a partir de una serie de 4 a 6 estandares, incluyendo
un blanco de calibracion, dentro del rango de 0-1 mg PO4-P/L o hasta que muestre
una linealidad confiable, para ello se realiza con los patrones todo el procedimiento
que se realiza con las muestras. El blanco de calibracion consiste en agua de
reactivo con el reactivo combinado. Trace la absorbancia frente a la concentracion
de fosfato.

Se recomienda el desarrollo de la curva a partir del estdandar de 10 mg PO4-P/L, y
con un volumen final de 100 mL.
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Tabla

1. Preparacion de estandares para curva de calibracion.

Estandares [mg/L] Volumen en [mL] de estandar de 10 mg/L
0 0
Limite de cuantificacion (MRL) Volumen correspondiente al MRL
(mL)

0,3 3
0,5 5
0,8 8

1,0 10

Se interpolan los datos
se debe hacer resta de

Si el resultado se sale del

en la curva de calibracién para obtener los resultados. No
blanco debido al alto valor de la absorbancia.

limite superior de la curva de calibracion, se debe tomar una

alicuota establecida y se repite el proceso hasta que el valor final quede en el intervalo de

lectura.

9. SEGUIMIENTO Y CONTROL DE CALIDAD

Para cada lote menor o igual a 20 muestras, se deben realizar y registrar en la

captura de datos lo sigu

e Analizar un blan
resultado es = V%
e Analizar un patré

iente:

co de reactivo. Realizar una correccion del mismo si su
MRL.
n equivalente al MRL. Error aceptado < 30%.

e Analizar un patréon de 0.5 mg/L, preparado a partir de una segunda fuente.

Error aceptado <
e Analizar un patré

10%.
n de 0.9 mg/L. Error aceptado < 10%.

e Analizar una muestra por duplicado. RPD aceptado < 20%.
e Analizar una muestra enriquecida por duplicado. RPD aceptado < 20%.

Recuperacion ac

eptada entre 80-120%.

- Se debe realizar curva nueva cada vez que los estandares de control y
seguimiento estén por fuera del limite establecido o cuando el analista lo

considere necesario.
- Cada vez que se real
dicha calibraciéon con

ice la curva de calibracién se debe comparar cada punto de
la curva, y volver a calcular su concentracion, teniendo en

cuenta el siguiente criterio de aceptacion:

e Para estandares
e Para estandares

hasta el doble del MRL, £50% de error.
entre 3 y 5 veces el MRL, <20% de error.
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e Para estandares de mas de 5 veces el MRL, <10% de error.

- En caso de no cumplir con lo anterior, analizar nuevamente el respectivo patrén
y corregir, antes de la cuantificacion de las muestras.

10. MANTENIMIENTO

Se debe llevar un buen control del tiempo de agitacion y reposo en cada lectura de
muestra. Celdas en éptimo estado y espectrofotometro calibrado.
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12. CONTROL DE CAMBIOS

Fecha

Resolucién

Version

Detalle

11/08/2017

300-03-10-23-0990

01

Aprobacién inicial con cédigo y nombre D-5.4-77: METODO
ANALITICO PARA DETERMINACION DE FOSFORO
TOTAL.

06/10/2017

300-03-10-23-01270

02

Se indicé de manera exacta la referencia del método segun
el SM 22 Ed. Por otro lado se modificod el patron alto del
control de seguimiento interno del método.

15/08/2018

300-03-10-23-1436

03

De acuerdo al Standard Methods Ed.23 de 2017 se
especifican los siguientes cambios:

Se indicé en el nombre del método el numeral que hace
referencia a la digestion que se practica en el ensayo. Se
eliminé la mencién de la edicién del SM de manera textual
a lo largo del documento. En la seccion de SEGUIMIENTO
Y CONTROL DE CALIDAD se especificd analisis de un
patron de seguimiento equivalente al LCM a cambio del que
se venia trabajando de 0,2 mg/L y se afiadio un patrén de
0,5 mg/L (de segunda fuente) para control medio; y también
se indicé verificacion de los puntos de la curva cada vez
que deba realizarse por concepto de incumplimiento de los
patrones de verificacion por lote o cuatrimestralmente.

19/11/2019

300-03-10-23-1429

04

Se adiciona dentro de la estructura del método la seccién 2
— ALCANCE, asi: “La determinacion de fosforo total en
aguas mediante la técnica espectrofotométrica de UV-
Visible, de acuerdo a la experimentacion base de la
verificacion correspondiente, es aplicable para las matrices:
Superficial y Residual, en concentraciones a partir del MRL
(definido experimentalmente) en adelante, teniendo en
cuenta como rango de trabajo lineal concentraciones entre
0,1 mg/Ly 1,0 mg/L".
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Se cambia la codificacion del documento pasando de D-
5.4-77 a D-7.2-38 de acuerdo a la nueva version de la
Norma — ISO/IEC 17025:2017.

06/10/2020

300-03-10-23-1125

05

Se deja como una recomendacion la preparacion de la
curva a partir de un estandar de 10 mg/L y no como una
obligacion.

Se elimina la condicién de 4 meses para realizar nueva
curva de calibracion y se condiciona a cuando el analista lo
considere necesario.

16/11/2021

300-03-10-23-2356

06

Se realiza modificacion en la redaccién para la accion
correctiva del blanco del método.

04/08/2023

300-03-10-23-1521

07

Se actualiza el procedimiento de analisis con la siguiente
nota: “Si después de afiadir 20 mL de agua destilada la
muestra esta muy turbia, esta debe ser filtrada para
remover material suspendido”.

24/11/2023

300-03-10-23-2554

08

Se actualiza el documento para la determinacion de
FOSFORO TOTAL, de acuerdo con la metodologia
normalizada de Standard Methods 4500-P B —-E del 2022,
edicion 24.

09/07/2025

100-03-10-23-1338

09

Se corrigi6 el afio de publicacién de la version vigente de
Standard Methods (2023).

Ultima linea

ultima linea------ ultima linea
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