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MÉTODO DE ENSAYO PARA LA DETERMINACIÓN DE  CARBONO, NITRÓGENO Y CARBONO ORGÁNICO TOTAL EN MUESTRAS SÓLIDAS POR ANALIZADOR ELEMENTAL.
MET-CN
1. OBJETO Y CAMPO DE APLICACIÓN

Este procedimiento describe el método para la determinación de carbono/nitrógeno totales en muestras sólidas y liquidas, así como la determinación de carbono orgánico en muestras sólidas previa eliminación de carbonatos con HCl.
El método es aplicable tanto para muestras sólidas como para muestras líquidas. La muestra, será pesada y encapsulada previamente a la introducción de la misma en el analizador, la cual es oxidada a altas temperaturas y medida por detección infrarroja para el Carbono y Conductividad Térmica para el Nitrógeno, según el método Dumas. 
Los rangos de aplicación se muestran en la tabla I.
Tabla I. Rangos de aplicación 
	ELEMENTO
	MUESTRA SÓLIDA
	MUESTRA LÍQUIDA

	Carbono Total (g/100g)
	0.05-90.00
	0.05-90.00

	Carbono Total Orgánico (g/100g)
	0.05-90.00
	0.05-90.00

	Nitrógeno Total (g/100g)
	0.01-90.00
	0.05-90.00


2. GENERALIDADES

El método sirve para la determinación de Carbono/Nitrógeno totales en muestras sólidas y liquidas enviadas a nuestro laboratorio.
En lo que concierne a este método de ensayo, se aplican las siguientes definiciones:

- Carbono/Nitrógeno Totales: carbono y nitrógeno presentes en la totalidad de la muestra, tanto orgánico como inorgánico.
- Carbono orgánico: se realiza un tratamiento previo a la muestra pesada con ácido clorhídrico (HCl 2N) para eliminar los carbonatos presentes en la muestra. Una vez eliminados en su totalidad, dejamos secar la muestra previamente a su medición. Midiendo el carbono total, el cual solo es el de la fracción orgánica de la muestra.
3. FUNDAMENTO DEL MÉTODO

El analizador elemental se usa para determinar carbono/nitrógeno totales en muestras orgánicas e inorgánicas, así como la determinación de carbono orgánico de muestras inorgánicas.
Una muestra pesada y encapsulada previamente (tanto líquida como sólida), se sitúa en el automuestreador del equipo, donde la muestra será directamente transferida a la cámara de purga encima del horno, eliminando los gases atmosféricos del proceso de carga. La muestra se introduce entonces en el horno primario de combustión que solo contiene oxígeno puro, resultando una rápida y completa combustión (oxidación) de la muestra. El carbono, hidrógeno y nitrógeno presentes en la muestra son oxidados a dióxido de carbono (CO2), agua (H2O) y NOX respectivamente. Los minerales y metales forman óxidos en forma de partículas que se quedan en el crisol. Los gases resultantes son conducidos por el gas oxígeno como transportador, a través del horno secundario para una mayor oxidación y retirar posibles partículas, donde se utiliza una serie de reactivos para mejorar el proceso: Óxido de Alúmina que retiene partículas de óxido y crea una zona que mejora la oxidación; Furnace Reagent, que es un óxido de calcio, un excelente absorbedor de azufre a altas temperaturas utilizado para eliminar las impurezas de los gases de azufre formados; Óxido de Magnesio, que absorbe los posibles halógenos formados que pueden afectar gravemente al circuito; bloque cerámico, similar a un panel de abejas, el cual se sitúa en la parte superior del tubo para eliminar más partículas de óxidos. Encima lleva un filtro circular de fibra de cuarzo para eliminar las últimas partículas de óxidos.
El analizador elemental posee un tubo, el cual se rellena de lana de acero y lana de cuarzo situado a continuación del tubo de combustión. Dicho tubo elimina más partículas y absorbe las sales corrosivas, provenientes de la combustión de muestras. Posee también un PRE-COOLER y un COOLER termoeléctrico. Este opera a 5ºC  y condensa el vapor de agua formado en la combustión. El agua condensada es eliminada al final del análisis. Los gases experimentan grandes variaciones de temperatura a medida que se condensa el vapor de agua, generando más partículas de óxido, para las que lleva un filtro especial que atrapa dichas partículas. La mezcla de gases de la combustión es recogida en un recipiente conocido como Ballast para su equilibrado. Los gases ya homogeneizados y alcanzados los 1100 mmHg del Ballast son conducidos a través de un bucle alícuota donde se captan 10cc que son arrastrados por el Helio, ahora como  gas transportador. Celdas separadas de Infrarrojo No-Dispersivo son utilizadas para la detección de CO2 asegurando un tiempo de análisis del conjunto muy rápido. Los gases NOX son conducidos a través del tubo de reducción empaquetado de cobre que reduce los gases a N2 y retira cualquier exceso de oxígeno presente del proceso de combustión. Después, los gases de la alícuota pasan a través del Lecosorb y la anhidrona para retirar el CO2 y el agua generada durante el proceso de adsorber el CO2 y conducidos a una celda de Conductividad Térmica utilizada para detectar el N2.
Los resultados finales son mostrados en la pantalla en porcentaje de peso (g/100g).

4. PRESCRIPCIONES PREVIAS

	Condiciones ambientales de medición
	Factor de corrección

	Tª ambiental
	20 ( 5ºC
	No procede


5. MATERIAL NECESARIO

	REACTIVOS

	Ácido clorhídrico 2N

	Alcohol 96º 

	Agua ultrapura

	LECOSORB (compuesto de hidróxido sódico)

	ANHYDRONE (perclorato magnésico anhidro)

	GLASS WOOL (lana de vidrio)

	STEEL WOOL (lana de acero)

	COPPER STICKS (cobre)

	COPPER TURNINGS (lana de cobre)

	N-CATALYST

	QUARTZ WOOL STRIPS (lana de cuarzo)

	ALUMINA OXIDE PELLETS (óxido de alumina)

	FURNACE REAGENT (compuesto de óxido de calcio)

	FURNACE REAGENT MAGNESIUM OXIDE BEADS (óxido de magnesio)


	Patrones de Calibración y Control

	REFERENCIA
	NITRÓGENO (%)
	CARBONO (%)

	502-062 
	0.192 ±0.008
	2.01 ± 0.03

	502-308 
	0.172±0.011
	2.30±0.06

	502-309 
	0.93±0.04
	11.98±0.44

	502-092 
	9.54±0.03
	40.87±0.08

	502-273 
	3.74±0.03
	45.0±0.3

	502-680 
	1.095±0.08
	81.38±1.13

	REFERENCIA
	CARBONO ORGÁNICO(%)

	MAT SS-1
	2.12±0.1

	P-SUELO
	0.68±0.05


	MATERIAL

	Filtros específicos del modelo TRUSPEC CN

	O-RINGS específicos del modelo TRUSPEC CN

	Tubos específicos del modelo TRUSPEC CN

	Crisol 

	Puntas de plástico para las distintas micropipetas.

	Microespátula

	Cápsulas de Estaño

	Placa de acero inoxidable 


	EQUIPOS 

	Analizador elemental modelo TRUSPEC CN628

	Placa calefactora 

	Balanza analítica con precisión de 0.0001g

	Micropipetas de 100 (l. 

	Campana de flujo laminar


6. TOMA DE MUESTRAS XE "PRESCRIPCIONES PREVIAS" 
Habitualmente las muestras son tomadas por los clientes y enviadas al laboratorio.

Las muestras sólidas para analizar C/N deberán presentarse en envases debidamente  cerrados, identificados y numerados por orden correlativo.  La cantidad mínima a procesar está en torno a 0,5 gramos. 

La medida se debe hacer lo antes posible después de la recepción de la muestra en el laboratorio. Almacenar las muestras en refrigeración  para el caso de muestras liquidas.

Para las muestras de suelos, material vegetal y materias orgánicas se conservaran en recipientes cerrados y a temperatura ambiente. Como regla habitual en el mismo envase en el que son recibidas.
7. OPERATIVA

7.1. CARBONO/NITRÓGENO TOTAL, METODO ALFALFA.
Se pesan 0.05-0.15±0.01g de la muestra sólida en una cápsula de estaño y a continuación se cierran formando una esfera para su posterior introducción en el automuestrador y así ser medidas en el equipo.
7.1.2. Preparación de la calibración.

Se realizan las siguientes pesadas de los distintos patrones para su calibración.
	Patrón de Calibración
	Pesadas en g±0.01
	mg de N
	mg de C

	502-092 
	0.03
	2.862
	16.348

	502-092 
	0.06
	5.724
	32.696

	502-092 
	0.09
	8.586
	49.044

	502-092 
	0.12
	11.448
	65.392

	502-092 
	0.15
	14.31
	81.74

	502-309 
	0.1
	0.93
	11.98

	502-680 
	0.06
	0.657
	48.828


Hay que tener en cuenta el área de blancos para su posterior calibración. Se analizan blancos hasta su estabilización con una desviación de áreas del 0.5 %.

Las cápsulas de estaño utilizadas no afectan al área de blancos, por tanto no se utilizan para realizar los blancos. 

7.2. CARBONO/NITRÓGENO TOTAL, METODO SUELOS.
Se pesan 0.05-0.10±0.01g de la muestra sólida en una cápsula de estaño y a continuación se cierran para su posterior introducción en el automuestrador y así ser medidas en el equipo.

7.2.1. PREPARACIÓN DE LA CALIBRACIÓN.
Se realizan las siguientes pesadas de los distintos patrones para su calibración.
	Patrón de Calibración
	Pesadas en g±0.01
	mg de N
	mg de C

	502-308 
	0.03
	0.0516
	0.69

	502-308 
	0.06
	0.1032
	1.38

	502-308 
	0.09
	0.1548
	2.07

	502-308 
	0.12
	0.2064
	2.76

	502-308 
	0.15
	0.258
	3.45

	502-309 
	0.1
	0.93
	11.98

	502-680 
	0.06
	0.657
	48.828


Hay que tener en cuenta el área de blancos para su posterior calibración. Se analizan blancos hasta su estabilización con una desviación de áreas del 0.5 %.

Las cápsulas de estaño utilizadas no afectan al área de blancos, por tanto no se utilizan para realizar los blancos. 

7.3. CARBONO ORGÁNICO TOTAL.
Se pesan 0.05-0.07g de la muestra sólida en una triple cápsula de estaño, se colocan en una placa de acero inoxidable de forma ordenada encima de una placa calefactora, a una temperatura de alrededor de 120ºC, se le añaden varias veces 100µL de HCl 2N  hasta que se destruyen todos los carbonatos, es decir, hasta que la muestra deje de provocar efervescencia, y se dejan  secar las muestras durante 8h y así eliminar el agua formada. A continuación se cierran para su posterior introducción en el automuestrador y así ser medidas en el equipo.

En este proceso, se utilizan dos patrones (MAT SS-1, P-SUELO) para verificar que el tratamiento con HCl se ha realizado correctamente.
7.3.1. PREPARACIÓN DE LA CALIBRACIÓN.
Se realizan las siguientes pesadas de los distintos patrones para su calibración.
	Patrón de Calibración
	Pesadas en g±0.01
	mg de N
	mg de C

	502-308 
	0.03
	0.0516
	0.69

	502-308 
	0.06
	0.1032
	1.38

	502-308 
	0.09
	0.1548
	2.07

	502-308 
	0.12
	0.2064
	2.76

	502-308 
	0.15
	0.258
	3.45

	502-309 
	0.1
	0.93
	11.98

	502-680 
	0.06
	0.657
	48.828


Hay que tener en cuenta el área de blancos para su posterior calibración. Se analizan blancos hasta su estabilización con una desviación de áreas del 0.5 %.

Las cápsulas de estaño utilizadas no afectan al área de blancos, por tanto no se utilizan para realizar los blancos. 

7.4. CARBONO/NITRÓGENO TOTAL PARA MUESTRAS LÍQUIDAS 
Se pesan 0.20g de la muestra líquida en una cápsula de estaño específica para muestras líquidas y a continuación se cierran para su posterior introducción en el automuestrador y así ser medidas en el equipo.

7.5. CALIBRADO Y DETERMINACION.
Se pone el método de medida con unos blancos, se miden blancos hasta que se estabiliza el equipo. Una vez estabilizado se ponen a medir muestras y los patrones de control.
La calibración del equipo se establece por lotes. Se define lote como la serie analítica realizada sin interrupción temporal significativa (duración máxima de un lote: 24 horas).

En cada lote se establece una comprobación con un patrón de calibración o de control, después de ajustar la recta de calibrado con el valor de los blancos de ese lote.
El orden de la serie analítica comienza con la estabilización de los blancos introducidos y a continuación, con los patrones de calibración, y continúa con muestras intercalando con patrones de comprobación intermedios cada 20 análisis y terminando la serie con estos patrones y dos blancos.

Los patrones de calibrado y control se conservan en un desecador a temperatura ambiente. 

8. CONTROL INTERNO CALIDAD. CRITERIOS DE ACEPTACIÓN /RECHAZO
1. Criterios de aceptación/rechazo de la calibración:

· Es esencial que la curva de calibrado sea lineal o curvilineal para los intervalos de concentración indicados anteriormente, la cual tendrá un coeficiente de regresión (r2 ( 0,99). Si la curva no es lineal o curvilineal, se investigan y se eliminan las fuentes de error y, a continuación, se repite el calibrado. 

· La desviación estándar de la pendiente de la recta de regresión (1-Sb/b) debe de ser mayor o igual a 0.95 

· En cada lote analítico, repetitividad de los patrones de encuadramiento intermedios (QC): CV( 10%. Se verificará el último patrón de encuadramiento (QC) de la serie, si cumple los criterios establecidos se admite toda la serie. Si el último patrón de encuadramiento (QC) no cumple los criterios, se verificará el patrón de encuadramiento anterior. Se aceptarán los resultados anteriores al último patrón de encuadramiento (QC) que cumpla con los criterios establecidos.

2. Control de ensayo. El control de ensayo se puede realizar mediante el uso de materiales de control comprados o realizados por el laboratorio. Estos serán muestras medidas con anterioridad que se irán midiendo en días distintos hasta alcanzar un valor de referencia, que será la media de diez resultados obtenidos en distintos días.
3. Criterio aceptación / rechazo para las medidas realizadas por duplicado: La diferencia máxima entre duplicados debe estar comprendida entre 90-110%. El resultado final será la media de los dos duplicados.
Cuando los resultados obtenidos no cumplan los criterios de aceptación establecidos, se procede a una nueva repetición del método de ensayo correspondiente. En la repetición del ensayo se evaluara las posibles causas externas (fallo humano, de equipos, de reactivos, etc), asegurándose   que ese error no se vuelve a cometer. Si el error procede del  procedimiento de ensayo se procede a corregir dicho procedimiento y a su posterior revalidación con el procedimiento ya corregido.

9. CÁLCULO Y EXPRESIÓN DE LOS RESULTADOS

9.1. Cálculo: 
La concentración del elemento se lee directamente en la pantalla del instrumento o en la curva de calibración en g/100g.

El resultado se expresa en g/100g  con dos cifras decimales.
Los resultados se pueden expresar en g/100 g de Materia Organica Total y Carbonatos Totales. Tambien los podemos expresar el %N como g/100g de proteína, utilizando los factores de la tabla III. Expresándose con dos cifras decimales. Su cálculo se realiza de la siguiente manera:

M.O.T. g/100 g = Corg x 1.724

CaCO3 g/100g = (CTotal - Corg) x 100/12

Proteína g/100g = Ntotal x K
[image: image1.emf]
9.2. Expresión de resultados.

Cuando sea necesaria la identificación de la incertidumbre como requisito para el cumplimiento de una especificación, se indicará junto al resultado de ensayo y la incertidumbre expandida U, expresada como y ± U, acompañado de una indicación del nivel de confianza (K=2).

Para el calculo de la incertidumbre se tomara el valor obtenido en validación (en %) y se aplica el siguiente calculo:

Valor obtenido * valor incertidumbre(%)

                                           100

En el Anexo III se muestran los porcentajes de incertidumbre de los distintos elementos obtenidos del cálculo de la incertidumbre de la validación del método analítico.
10. REGISTROS

Los distintos datos obtenidos en la medida se recogen en el registro de determinación de CN.
11. PERSONAL CUALIFICADO (ANALISTAS)

Se considera que el personal responsable de la ejecución de este método está cualificado cuando cumple los siguientes requisitos:

- Una formación adecuada, basada en formación teórica y práctica.


- Experiencia demostrable.
12. DOCUMENTACIÓN DE REFERENCIA

-Método Dumas.
Responsable: Responsable de Laboratorio de Ionómica.

ANEXO I

OPERATIVA PARA FUNCIONAMIENTO Y MEDIDA DEL EQUIPO DE ICP.

1. OBJETO

Establecer la operativa necesaria para la medida de los distintos elementos en el equipo de CN.

2. ALCANCE

Es de aplicación al equipo de CN.

3. OPERATIVA

1- Encender el CN, nos aseguramos que los gases están abiertos, y el equipo encendido.

2- Alcanzar el programa LECOTRUSPEC, con un doble clic con el botón izquierdo del ratón. 
3- Introducir el nombre del método analítico que vamos a utilizar, ALFALFA o SUELOS.
4- Acceder a la lista de las muestras y poner unos cinco blancos para la estabilización del equipo e introducir los pesos de las muestras que queremos medir.
5- Colocamos las muestras y los patrones en las respectivas posiciones. Introducir la secuencia, con la posición de las muestras y su código. Comenzamos el análisis. 

6- Cuando hallamos terminado de medir las muestras, si tenemos que medir mas elementos seleccionamos otro método y colocamos las muestras y los patrones en sus respectivas posiciones y le damos a comenzar el nuevo análisis. 
7- Cuando hayan terminado los análisis, los recalculamos teniendo en cuenta los blancos medidos en el lote.

8- Pasamos los datos al borrador y realizamos las medias de los duplicados.
4. ORGANIZACION

El equipo podrá ser manejado por todo el personal técnico del laboratorio. La medida corresponderá al personal cualificado del laboratorio.

ANEXO II
DESVIACION ESTANDAR DE LA PENDIENTE

DE LA RECTA DE REGRESIÓN (1-Sb/b)

Este test de la linealidad está basado en la desviación estándar de la pendiente (Sb) de la recta de regresión (1-Sb/b)

Para calcular la desviación estándar de la pendiente, se debe calcular el dato estadístico Sy/x, que viene dado por la ecuación:

S y/x = ( ( (yi – ŷ)2 (1/2
        n-2

El valor de ŷ para un valor dado de x se calcula a partir de la ecuación de regresión.

Después de obtener un valor S y/x, se calcula Sb (desviación estándar para la pendiente):

Sb =                 S y/x                          .   
( ( (xi – xmedia)2 (1/2
​​​Los valores de Sb se pueden utilizar de forma usual para estimar límites de confianza para la pendiente.

Como criterio, adicional al coeficiente de regresión,  para la aceptación de la linealidad se establece que la relación (1-Sb/b) debe ser mayor o igual a 0.95.

A continuación  se presenta un ejemplo para la realización  del test de linealidad: 

	Concent. (Xi)
	xi-xim
	(xi-xim)2
	Area (Yi)
	Xi2
	Area teórica (y´i)
	yi-y´i
	(yi-y´i)2
	Sx/y
	Sb
	LINEALIDAD

	0
	-6
	36
	2,1
	0
	1,5174
	0,5826
	0,339
	0,432
	0,041
	0,9998

	2
	-4
	16
	5
	4
	5,3782
	-0,3782
	0,143
	
	
	

	4
	-2
	4
	9
	16
	9,239
	-0,239
	0,057
	
	
	

	6
	0
	0
	12,6
	36
	13,0998
	-0,4998
	0,249
	
	
	

	8
	2
	4
	17,3
	64
	16,9606
	0,3394
	0,115
	
	
	

	10
	4
	16
	21
	100
	20,8214
	0,1786
	0,031
	
	
	

	12
	6
	36
	24,7
	144
	24,6822
	0,0178
	0,0003
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	6 (xim)
	
	112
	
	364
	
	
	0,93678
	
	
	


Estos cálculos se pueden realizar en una hoja de cálculo Excel validada.
ANEXO III.

% INCERTIDUMBRE DE LOS DISTINTOS ELEMENTOS DE MEDIDA POR ANALIZADOR ELEMENTAL.

	ELEMENTO
	%INCERTIDUMBRE

	Carbono Total
	3.45

	Nitrógeno Total
	5.21

	Carbono Orgánico Total
	3.89


