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1. INTRODUCCION.

La contaminacion causada por las actividades del hombre, ha obligado que se desarrollen
sistemas de tratamiento eficientes, capaces de disminuir esta contaminacion.

Consnderando que las descargas de las aguas residuales en cualquier cuerpo de agua,
provocan efectos | adversos ‘al ! ecosistema, -se hace necesario determinar la cantidad de
.. contaminantes permlslbles en las descargas de aguas residuales provenientes de la industria, la
L agrlcultura el hog

os m odos utlllzados para el tratamiento de grandes volimenes de agua
e s’ el bloldgico, que trata de la descomposicion natural de los contaminantes
w presentes en el'agua; medlante una poblactén microbiana bien controlada.!’

: : La demanda bloquimica de oxigeno, es. un. paréametro que nos indica el grado de
contaminacion - organica. del agua,. por-lo- tanto,  debido ‘a que la mayoria de los desechos
alimenticios, aguas de desecho domésticas y residuales de fabricas, que van a dar a los cuerpos
- deryagua, contienen grandes canhdades de materia organica, puede determinarse la demanda
bloqulmlca de oxigeno en éstas.

La presencia de materia organica en el agua, es un indicador del grado de contaminacioén

en ésta, ya que puede ser degradada por microorganismos aerobios que utilizan el oxigeno

- disuelto en el agua: en consecuencia; el oxigeno puede agotarse mas rapido de lo que se genera,
‘y los organismos que lo requleren para subsnstlr tienen que competir por él, afectandose la
distribucién de la vida en eI agua

Este parametro es réduérido para dete
antes y después'de ser tratada

inar 1as condiciones en que se encuentra el agua

En el presente trabaj s i6n el consum de,ﬂ

oxigeno, llevado a cabo por; una poblac:én mlcroblana conocuda, [ 'éndose en eI meétodo oficial :

1SO-5815-1989(E), pero Ilevéndolo a las condiciones del laboratori

ara determinar Ia demanda ;
bioquimica de oxigeno en agua. _ :



Para valldar el s:stema de medncubn utlhzado. en - las_ condiciones - del laboratorio,  se
evaluaron los S|gu|enles parémetros e R A B e :

:‘-' kl.vihey'anildad del sistem

Precision dqi‘si_stemak(é\)élua'da't':o‘hjo fepetfbiilqa_d). o

La vahdacuén de ‘este . ststema de med:ctén ‘es’ |mportante para garantlzar resultados
confiables, con el grado de repetlbllldad y Imealldad requendos.‘ T




2. OBJETIVOS

. Conocer la irhpodancla de  la determinacion - de -la ' demanda  bioquimica
de oxigeno y su relacién con la calidad del agua. : :

. Realizar el método sefalado por la - norma ISO-5815-1989(E)
(Determinacion de la demanda bioquimica de oxigeno después de 5 dias DBOS.
Dilucion y siembra), para determinar la demanda bioquimica de oxigeno en muestras
de agua, en las condiciones del laboratorio. .

. Validar para las condiciones del laboratorio, el sistema de ‘medicién ;. utilizado para
determinar la demanda bioquimica, determinando Ia linealidad "y la precision
evaluada como repetibilidad. :



3. GENERALIDADES.

3.1. LA IMPORTANCIA DEL AGUA Y SU CONTAMINACION.

El agua es un elemento fundamental, de todo organismo vivo. Desempefia una funcién
fisica (mantenimiento de la elasticidad de las células) y quimica (es un solvente en el cual se
llevan a cabo reacciones metabdlicas). El desarrollo de las actividades del ser humano como lo
son: la agricultura, la industria, las vias de comunicacion, etc., influyen en la calidad del agua.

. 1
De acuerdo con su uso, se puede clasificar en: o

Potable.
Doméstica.
Comercial.
Industrial.
Agricola.
Publica.

: Durante los dltimos afos los organismos oficiales se han concientizado del verdadero
problema. que supone el deterioro del medio ambiente. De especial importancia se encuentra el
relacionado con las aguas residuales, tanto de origen urbano como industrial. Los contaminantes
vertidos en dichas aguas ejercen un efecto directo, y a veces inmediato, en la flora y la fauna.

; Los contaminantes 'son muchos y variados, entre_elios, los productos quimicos que
presentan un ‘doble problema. Algunos son nocivos, venenosos y.cancerigenos. Otros, aunque
" relativamente - inocuos, tienen un serio efecto negativo ‘al- descomponerse en el agua, donde se
“oxidan provocando una disminucion en la canlldad de oxl dlsuelto en ella.

La contaminacion del agua puede definirse_.como la a icion de materia extrafia indeseable
que deteriora su calidad. La materia extraia contammante puede ser materia morgémca como los

compuestos de mercurio y plomo, o bien matena v 0l o los microorganismos.

Puede hablarse de dos fuentes de_ co

« - Natural.
»."_Artificial.



La primera provocad por.: vemdo de aguas provenlentes de la erosnén o blen por aguas

las grandes ‘conglome

. cantidad de desech

gr n imporlancna evaluar la calidad del agua, para asegurar que es apta para usos

S S
e benéfcos como:’bebida del hombre y animales, una vida marina sana, su uso en la agricultura,
acarreo ‘de desechos’y recreacnén L

" 3.2 EVALUACION DE LA CALIDAD DEL AGUA

- bloléglcas “

Para determinar la calidad del agua se utilizan determinaciones fisncas. quimicas y

. *  PROPIEDADES FISICAS, DE AGREGACION Y QUIMICAS .- Determinaciones - de color,

turbiedad, olor, acidez, alcalinidad, dureza, conductividad, salinidad, materia flotante, solidos
totales, temperatura, pruebas en lodos, gas digestor de lodo, sobresaturacion de gas disuelto,
determinacion de metales (aluminio, antimonio, arsénico, bario, berilio, bismuto, cobre, plomo,
etc.), determinacién de constituyentes inorganicos no metalicos (boro, bromuro, dioxido de
carbono, cianuro, cloro, cloruros, nitrédgeno, oxigeno disuelto, etc.), determinacion de
componentes organicos (demanda quimica de oxigeno, carbono organico total, halégeno
organico disuelto, aceites y grasas, fenoles, surfactantes, acidos organicos y totales, etc.),
examen de la radiactividad de aguas limpias y residuales (cesio radiactivo, radio, estroncio
radiactivo total y estroncio 90, tritio, uranio, etc.).

PROPIEDADES BIOLOGICAS. - Métodos de prueba de toxicidad para organismos acuaticos
(mutagenicidad, prueba de toxicidad en fitoplancton, procedimientos de prueba de toxicidad
para peces, etc.), examen microbioldgico de las aguas (recuento heterétrofo en placa,
recuento microbiano total directo, técnica de fermentacion en tubo multiple para miembros del
grupo coliforme, identificacién de bacterias del hierro y del azufre, deteccion de bacterias
patogenas, deteccidn de hongos, etc.), analisis bioldgicos de aguas (determinacion de
plancton, identificacion de organismos acuaticos), demanda bioquimica de oxigeno.

9




La demanda bioquimica de oxigeno es un parametro sngmfcatlvo para

calidad del agua, ya que proporciona la cantldad' de materia organica susceptible a’la’ ox:daclén B

llevada a cabo por una poblacién mlcroblana a través de la medicion del consumo de oxlgenov
requerido por dicha poblacion macroblana .

Por lo tanto, la cantidad de oxigeno disuelto es un importante indicador de la calidad del
agua, ya que su presencia resulta indispensable para que se lleve a cabo la descomposicién

aerobia de la materia organica presente en el agua.
3.3 GASES DISUELTOS EN EL AGUA.

Ademas de las sales y los compuestos organicos, hay pequefias cantidades de gases
disueltos en el agua que pueden ejercer influencia en el desarrollo de los microorganismos. Estos
son pnncnpalmente oxigeno, dioxido de carbono, nitrégeno y en determinadas ocasiones la
presencia de &cido sulfhidrico e hidrocarburos, asi como hldrégeno molecular y monéxido de

carbono. Su solubilidad disminuye al subir la temperatura.

Todos los gases dnsueltos pueden formarse en el agua oen eI sednmento por procesos
bioquimicos: .

.- Oxigeno .- Resulta de'la asimilacién de las plantas verdes.
Monodxido de carbono.- Se origina en la respiracion.
Acido sulfhidrico.- Deriva de la desulfuracion.
Nitrogeno.- Procede de la desnitrificacion.
Hidrocarburos.- Provienen de las fermentaciones.

3.4 OXIGENO DISUELTO EN EL AGUA.

La concentracion del oxigeno disuelto puede ser expresada en mlllg amos por Iltro (mg/L) :
en panes por millén (ppm), o como porcentaje de saturacuén ; .

La cantidad de oxigeno disuelto varia con la ag:tacnén o urbule ,con Ia profundldad de
la corriente (el agua de la superficie sera mas oxigenada)y. la altitud;- ya ‘que se conS|dera que la
solubilidad es directamente proporcional a la presién. En la’ciudad.de México,’a una altitud de
2200m y a una temperatura media de 20 ° C, Ia concentramén de saturacuon del oxigeno disueito

en el agua es aproximadamente de 7 mg/ L.




3.5. IMPORTANCIA DEL OXIGENO EN SISTEMAS ACUATICOS.

El oxigeno es un elemento indispensable en la vida de los animales y de las plantas. Es
necesario para la oxidacidn energética de la carboxihemoglobina y se produce como desecho en
la fotosintesis.

El oxigeno disuelto en los sistemas acuaticos proviene de la atmdésfera (fuente fisica), ya
- que las aguas naturales y en particular las superficiales estan en contacto con el aire atmosférico;
y de la fotosintesis (fuente biologica) ®), En un sistema balanceado, el oxigeno es reemplazado de
acuerdo con su consumo.

El término oxigeno disuelto se refiere a la cantidad de oxigeno libre disuelto en el agua y
que se encuentra disponible para los organismos acuaticos.

Los_,chté:rés'qgenlnf’lqygn en la solubilidad de! oxigeno en el agua son:t"

. Temperatura.
Presion.
- Coeficiente de solubilidad.
. Salinidad del agua.

En t}bdo_‘casov la ,solubilidad del oxigeno en el agua, sigue las leyes de Henry y Dalton "La
solubilidad -de un*.gas”en un liquido es directamente proporcional a la presidn parcial e
inversamente proporcional a la temperatura®.
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a) En Ia grét‘ca No1 es" posuble observa que:la dlstnbucn:‘)n del oxigeno en: el agua esté
.- afectada por la turbulencta o agltac:lén vuolenta ® v .

Grafica No.2
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b) Enla grafica No.2 se presenta la influencia de la superficie puesta en contacto con el oxigeno.
Se muestra el oxigeno absorbido en relacién con el tiempo de contacto y el oxigeno absorbido
en el mismo tiempo, pero con una superfCIe de contacto siete veces menor.

GRAFICA No.3

INFLUENCIA DE LAS SALES DISUELTAS ENLA SOLUBILIDAD
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c) En Ia gréfca No. 3 se presenta la mﬂuencua de las sales disueltas en la disolucion del oxigeno.
Se observa que el agua desnlada absorbe més oxngeno que el agua mineralizada.




3.6 IMPORTANCIA DEL OXIGENO EN LA CALIDAD DEL AGUA.

Todas las aguas naturales poseen cierta capacidad de autopurificacion por procesos
biolégicos en el caso de aguas contaminadas este proceso de autopurificacion depende del
origen y la cantidad de materia contaminante. Los factores mas importantes que afectan este
proceso son el tiempo de aireacion, condiciones de temperatura, velocidad de flujo u oleaje, luz

solar, caracteristicas quimicas y fisicas del cuerpo de agua.

En el proceso de autopurificacion los microorganismos utilizan como alimento la materia
organica presente en el agua, estos microorganismos forman un microecosistema constituido por
bacterias, hongos y algas; es decir, ejercen una accidén depuradora mediante su actividad
metabdlica. Estos microorganismos se encuentran presentes o son aportados por los vertidos de
contaminantes. En este proceso de autopurificacién, los microorganismos descomponen la
materia organica en compuestos simples como lo son el diéxido de carbono o e! metano; si no
existieran los microorganismos, la materia organica se acumularia y aumentaria la contaminacion.

Existen dos tipos de descomposicién en funcion de los microorganismos que intervienen.

= Descomposicién Aerobia. Esencialmente se lleva a cabo por fendmenos de oxido-reduccion
con el consumo o liberacién de oxigeno disponible en el aire o el agua, actuando los
microorganismos aerobios, cuyo elemento energético es el oxigeno disponible.

- Descompostclé ! ‘Anaerobia Consiste en una serie de procesos que se desarrollan en un
; . de : oxigeno molecular. Los microorganismos responsables de esta
: kdescomposnc:én son anaerobios estrictos o facultativos.

“En general los procesos aerobios son bioquimicamente mas eficientes y rapidos, que los
anaeroblos. : generando- productos secundarios que son quimicamente mas simples y estan
altamente pxldados como el dibxido de carbono y el agua.

! AI ser utilizada la materia organica por los microorganismos en los procesos aerobios, se
consume el oxigeno disuelto en el agua, si la cantidad de oxigeno no es suficiente, sélo podran
continuar los procesos anaerobios que producen una purificacion mas lenta ademas de generar
subproductos incovenientes. Por lo tanto, la cantidad de oxigeno disuelto en el agua es un factor
limitante en el proceso de autopurificacién.




: : Una corriente anaerobia de agua representa un peligro para la salud, ya que ciertas
“bacterias anaerobias son peligrosas, ademas de que se generan compuestos toxicos; por ejemplo,
“"cuando. en el agua existen sulfatos disueltos, las bacterias anaerobias reductoras de sulfatos
produciran el sulfuro de hidrégeno que es venenoso, corrosivo y de olor desagradable. Otros
“productos de procesos anaerobios son los acidos organicos que pueden ser téxicos e inhibidores

para ciertos organismos vivos.

3.7 RESPIRACION BACTERIANA,

La respiracion bacteriana se refiere a toda la energia produéida por las reacciones que
ocurren dentro de la célula, estas reacciones consisten en la oxidacion de sustancias quimicas
presentes en el medio en el cual la bacteria se desarrolla La ‘respiracion tiene dos funciones

principales e inseparables:

= Suministrar la energia necesaria para la vida'y ' bacteria.

. Transformar una porcuén considerable de Ios compuestos oxldados a sustanmas que puedan
ser asxmlladas y sintetizadas d ntro de nuevo material celular, .

stancia “es oxidada, otra debera ser simultineamente reducida.’ La
sustancia oxndada pierde electrones los cuales son adquiridos por la sustancia reducida.

. Esta transferencna de electrones se observa facilmente en las reacciones de ox1do-
reduccuén de iones morgémcos Ejemplo:

Fes'-+: cu’ <> Cu + Fe

Dondekkel Fe baf_ydarémé‘ﬁt'é acepid un elec én :e{ Cu '+ reduciéndose a Fe >

Cuando Ios compuestos orgémcos son*'oxidados;. como. sucede en la mayoria de las
reacciones de resplracién bacterlana Ios étomos de hldrégeno son transfendos como electrones




Una corriente anaerobia de agua representa un peligro para la salud, ya que ciefas ”
bacterias anaerobias son peligrosas, ademas de que se generan compuestos toxicos; por ejemplo,-
cuando en el agua existen sulfatos disueltos, las bacterias anaerobias reductoras de sulfatos
produciran el sulfuro de hidrégeno que es venenoso, corrosivo y de olor desagradable. Otros:
productos de procesos anaerobios son los acidos organicos que pueden ser toxicos e inhibidores

para ciertos organismos vivos.

3.7 RESPIRACION BACTERIANA.

La respiracion bacteriana se refiere a toda la energia producida por las reacciones que
ocurren dentro de la célula, estas reacciones consisten en la oxidacién de sustancias quimicas
presentes en el medio en el cual la bacteria se desarrolla. La resplracién tlene dos funclones

principales e inseparables:

= Suministrar la energia necesaria para la vida y desarrollo de la bacteria. "

* - Transformar una porclén considerable de os compuestos oxidados a sustancias que puedan
ser as:mlladas y sintetizadas dentro'de’ nuevo materlal celular,

da, - otra deberd ser simultineamente reducida. La

Donde el Fe ** claramente acepta un electrén del Cu" : reduciéndose a Fe ™

Cuando los compuestos orgémcos son oxidados como sucede en la mayoria de las
reacciones de resplrac:lén bacterlana Ios étomos de hldrégeno son (ransferldos como elec‘rones




. por enznmas, y-

La mayorla de las reacc:ones blolégicas deben ser snmplemente conSIderadas en términos
.- de transferencna de hldrégeno . i A et

Donde AH, es a sus(anc:a que se va a oxidar o bien la donadora de hldrégeno. mientras
que Bes el agente oxidante o bien el aceptor de hldrégeno Las reacciones de oxido-reduccién de
la resplraclén no’proceden : espontaneamente,’ ya:que equieren de’la presenc:a de enzimas
) especlf cas :

gica se’ realiza enla célula medlante reacciones catalizadas
consiste en esencna. en'la ‘combinacion del oxlgeno con los distintos materiales
- orgénicos,’ produciéndose’ nergfa. Una pane de esta energla se: transfroma en calor y la otra ia

'utnhza Ia célul :

carbono (CO.;,) T

3.8 MECANISMO DE OXIDACION BIOLOGICA.

“Las bacterias no obtienen energia de la sustancia oxidada en un solo paso, sino de la

“.:suma de conseculivas reacciones de oxido-reduccién, cada una de ellas catalizadas por enzimas

especlf‘cas. Considérese la ecuacion general de oxidacion: aerobia, como se describe para la
y ,mayorla de las bactenas




cumpllendo tanto ‘con su funclén
transpoﬂadora de hidrégeno = )

L’a“:e'hzfrhé‘qhe oxidala’ fuente de energla no pUede"transferu; directamente el hidrogeno y
electrones del sustrato_al oxigeno, mientras que la enzima que reacciona finalmente con el

B oxlgeno no’ puede oxidar al sustrato.

' 3.9 METABOLISMO OXIDATIVO

El metabolismo de los hidratos de carbono puede llevarse a cabo por varias vias

metabdlicas, lo cual implica la transferencia de los electrones hidrogeno, a compuestos de mayor.
potencial redox, liberando energia (ATP) al finalizar el metabolismo. Todos aquellos carbohidratos
de 4,5 y 6 atomos de carbono, son inicialmente degradados a 4acido piruvico.

La glucosa constituye la principal fuente de carbono para las bacterias y puede ser

degradada por tres vias metabodlicas:

la via de Entner-Douderoff (ED)
la via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)

la via Wgrb_urg-DiE:kéné‘(Hékdsamonofosfalo o HMP).




transfen el d’ écldo piravico.

; “La: vla ED tam én conocnda como la via aerobia, requnere de’

"~ para. llevar a cabola glucdlisis, en donde la glucosa es oxidada a 6-fosfogluconato y 2-ceto-3-

- desoxi- 6-fosfogluconato, antes de formar el acido pirtvico; algunas bactenas forman directamente
estos compuestos sin que haya una fosforilacién inicial. S .

VIA EMBDEN-MEYERHOF-PARNAS (EMP)

GLUCOSA
GLUCOSA 6-FOSFATO

L FRUCTUQSA-6-FOSFATO J
e iy
rFRUCrUOSA 1.6 DIFOSFATO I

—d

[ 1.3 FOSFOGLICERATO q

ACIDO PIRUVICO

‘ ACIDO LACTICO ’ ‘ ACIDOS MIXTOS ’




VIA ENTNER-DOUDEROFF (ED)

GLUCOSA

0

[ GLUCOSA 6-FOSFATO l

if
I GLUCONA-LACTONA-6-FOSFATO ]

1T
L6— FOSFOGLUCONATO ]

13

[ 2-CETO-3-DESOXI-6-FOSFOGLUCONATO '

ACLIDO PIRUVICO

CICLO DE KREBS
8!

VIA: HEXOSA MONOFOSFATO (HMP)

LGLUCOSA 6-FOSFATO l

41
| GLUCONA-LACTONA.6-FOSFATO ]

T
[ 6-FOSFOGLUCONATO ]

11

RIBULOSA-5-FOSFATO ]

1L
GLICERALDEHIDO 3-FOSFATO ]

‘ CICLO DE KREBS > ‘ ACIDOS MIXTOS )
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“ aguas residuales.

» ‘presencia’de
cion-de:la‘glucosa

La descomposncién de bohld r ato
oxigeno, es un proceso que nde may en rgzla
puede representarse por la sigulente’ ecuacion: !

TodaS'Iaé proteinas’ contienen’ nitrégeno,: carbono,’ hidrégeno. ongeno y algunas azufre,
por lo que la’ descomposicion aerobia puede ser’ representadapor:la_siguiente ecuacién no
equ:hbrada en Ia que la proteina esta representada por la férm Q,,H,OZN S:

CxH y'OzNS + o > o,+ H,O +?NH‘,_+f»so * + 5090cal/g de protelna.
Estas - reacciones son tipicas de la primera etapa ‘de accién bacteriana en la
desoxigenacioén de las aguas contaminadas. ;

3.10 TIPOS DE CONTAMINANTES

La materia organica, inorganica y muchos microorganismos son degradados por los
procesos naturales de autopurificacion, en donde sus concentraciones se reducen con el tiempo.
Este proceso dependera de la naturaleza del contaminante y de otros factores ambientales. La
materia inorganica no es afectada la mayoria de las veces, por ello sdlo se reduce su
concentracion por dilucion,

Las sustancias organicas suspendidas y disueltas en el agua tienen importancia, ya que
sirven de nutrientes a los microorganismos carbono-heterétrofos. De su concentracién y
composicion dependen en gran parte el volumen y la combinacion especifica de las poblaciones
de bacterias y hongos de las aguas. Aquellas aguas que no se encuentran contaminadas,
contienen concentraciones bajas de_material organico. De las materias organicas disueltas se ha

encontrado la siguiente proporcion:

Hidratos de carbono . . 83.7%
Proteinas ............ 15.6 %
Lipidos 0.7 %




- - La propormén de’ sustancuas orgénlcas es un factor limitante en muchas aguas para el
desarrolio de'bacterias y hongos saprofitos.-Por consiguiente, la microflora presente en el agua
reacciona con: gran rapidez a. los cambios que experlmenta la composicidén de las sustancias
'orgénlcas ;

“ Las caracleristicas generales de los contaminantes son:®

- ;Compuestos léxlqo .- Provocan la | educcién o inhibicién de la vida en el agua, por lo gériéral

5, los cuales’

.. Ace:tes Y. que forman una. capa p otectora : en la superfcle del agua
‘formando una‘interfase entre el aire. atmosfénco y el agua reducuendo asl la ruta
de transferencia del oxlgeno

. Contammantes térmicos. ya que la saturacion del oxigeno disuelto se reduce con
B eI aumento de temperatura.

=  Sustancias inertes suspendidas o sdlidos disueltos, que en grandes concentraciones pueden
causar problemas.

3.11 DETERMINACION DE MATERIAS ORGANICAS.

Un sistema acuatico equilibrado presenta una relacién de tipo estequiométrico en las
reacciones de sintesis y metabolizacién de materia organica. A contmuacnon se muestra este
equilibrio mediante la ecuacién quimica no balanceada.

CO; + HO<—=> (CH20), + 120, <==> "CO, + H,0
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De manera que no acumula exceso de maleria organic: xigeno a la atmosfera,
ni’ presenta anoxia ni lodos negros en el fondo.. Los:ecosistemas :acuaticos cargados -con
demasiada materia organica, no presentan el “equilibrio:m ncionado- anteriormente .y . se
caracterizan por poseer un déficit de oxigeno y un acumulo:de’ materla ‘organica en diversos
grados de metabolizacion. Estas caracteristicas - los- convierten ‘en’: sistemas ' inestables,
considerados como poco Utiles para usos humanos’ como lo. son para uso como aguas potables,
de pesca, de recreacion e incluso industriales, ® G . o

El problema se centra pues, en el acimulo de materia organica y en como eliminarla para
restaurar las caracteristicas adecuadas al uso humano:del agua contaminada. Por ello, deben

desarrollarse técnicas que determinen el contenido de materia organica de un agua sin'tratar'y su - - :
disminucion una vez tratada, o bien eliminar la fuente ‘de contaminacion.. Esto no’es- sencillo, - ="

porque debido a que la materia organica no es un conjunto de sustancias facilmente. clasific:
- de caracterlshcas homogéneas. determinables con reprodUCIbllldad por uno, o mas analisi

Asl pues no existe un Gnico andlisis que nos ofrezca el resultado de peso ‘de materla
orgémca por volumen de agua, sino varios analisis que, a pesar de haber sido estandarizados, son
poco reproducibles y miden algunos tipos de materia organica en forma indirecta. Otros analisis

. con ' mejor reproducibilidad, pero que la miden de forma todavia mas indirecta, requieren para su
interpretacién de considerable conocimiento del funcionamiento de los ecosistemas acuaticos'

3.12 ANALISIS FISICOQUIMICOS RELACIONADOS CON EL. CONTENIDO DE MATERIA
ORGANICA EN EL AGUA.

Los andlisis para determinar materia org&nica pueden ser clasificadas en dos tipos: '¥

1. Analisis relacionados con el grado de oxidabilidad de la materia organica.

~1. 1 Demanda mmedlatakde ‘oxigeno (DIO) y demanda autooxndable de oxlgeno (DAO).‘

1.2 Deman a b
1. dlas (DBOS) :

1.3 Demanda qulmlca de oxlgeno'(DQO)

1.4 Carbono orgénlco tota (CO
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por acimulo de materia organica en

25 - Metano (CHa) i

1.1 DEMANDA INMEDIATA DE OXIGENO (DIO) Y DEMANDA AUTOOXIDABLE DE OXIGENO

(DAO)

- Ambas representan el efecto substractivo de oxigeno que presentan algunas sustancias
quimicas ‘reductoras, en aguas naturales o contaminadas por el hombre, al margen o no de
procesos biolégicos.

“La DIO es el consumo de oxigeno de un agua durante un periodo de reaccion de 15

';,mln'utos, tras diluir la muestra - en caso de ser necesario- con agua destilada aireada. Este

analisis determina los compuestos Inorgénicos oxidables con velocidad de reaccion elevada, tipo

e sulfuros sulfitos y sales ferrosas

La DAO ‘se obtlene de la misma forma que la DBO, pero afladiendo una sustancia

microbicida apropiada (tipo HgCl 2, 40 mg / L) en muestras que se van a incubar, de manera que

. al final sélo se habran revelado los consumos lentos de oxigeno de orden quimlco

* 1.3 DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO

1.2 DEMANDA BIOQUIMICA DE 30). (seccién 3.13).

" El requerimiento de la demanda quimica de oxigeno se utiliza como una medida del
equivalente de oxigeno contenido en-la materia‘orgdnica de una muestra susceptible a la
oxidacion por un oxidante quimico fuerte. Esta en funcion de las caracteristicas de los materiales
presentes, de sus proporciones y de las. posibilidades de oxidacion. El resultado se expresa en
mg/L de oxigeno cedido por el oxidante/L de muestra. Ya que el grado de oxidacién de la materia
organica dependera del reactivo oxidante y de las condiciones de trabajo adoptadas.
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1.4 CARBONO ORGANICO TOTAL (COT).

El carbono organico total es la cantidad de carbono de materia organica contenida en la
muestra. Se basa en' la oxidacion completa de la muestra y la subsecuente determinacion de la
cantidad de di6xido  de’ carbono producido. Entre los compuestos organicos, mide los fijos y
volatiles, tanto naturales como sintéticos; segun se filtre o no el agua (0.45° m de diametro de
poro) se obtiene el carbono disuelto o total. Esta medida permite estimar la demanda de oxigeno
debida a los vertidos y establecer una correlacion con la DBO y la DQO.

2.1 CONCENTRACION DE OXIGENO DISUELTO (OD).

La concentracién de oxigeno disuelto (OD) de un agua se ve rapidamente afectada por el
acumulo excesivo de materia organica, sobre todo cuando la turbulencia (agitacién) del agua no
es suficiente como para reponer desde la atmobsfera u otra fuente, el oxigeno disuelto que se gasta
en la metabolizacidn de la materia organica del agua. El oxigeno disuelto se mide con el analisis
de Winkler o con el electrodo de oxigeno.

2.2 POTENCIAL REDOX.

El potencial redox (Eh) es una medida del estado de oxidorreduccién de los materiales
disueltos en una muestra de agua, es decir, es una medida de la ganancia en electrones - o en
hidrogenos, o la pérdida de oxigeno- (reduccion) o viceversa (oxidacién) de los materiales del
agua. Se mide con un potenciémetro que cuente con escala de voltaje y un electrodo de referencia
de platino, ademas del de hidrégeno.

Segun Margalef, los valores tedricos’ I!mlte en eI agua entre los que puede oscilar el Eh
son aproximadamente de + 800 a-400 mV. .

El potencual redox vari

enfuncion del pH (disminuye 58-59 mV por cada unidad de pH
que aumenta). o L )

En . aguas bien: oxigenadas,.el Eh'se mantiene ap;ox_i'r’nadémépteb entre 400 y 600 mV, -

variando 5|gmf‘cat|vamente solo cuando varia el pH




2.3 pH

El pH puede presentar diferentes tipos de comportamiento segtn sea el medio quimico
que lo produce: a mayor acidez natural del agua (menor mineralizacion y por lo tanto, menor
reserva alcalina) menos amortiguado estara el pH. Esta actividad biolodgica se da con gran
cantidad de nutrientes y luz suficiente (fotosintesis), o con un acimulo de materia organica
(respiracion) que a su vez puede dar también exceso de nutrientes al degradarse en presencia de
oxigeno. Ambos procesos afectan el pH de aguas poco alcalinas, actuando a través del equilibrio
carbénico-carbonatos: la fotosintesis retira CO; y alcaliniza fuertemente el medio, y la respiracién
aporta CO,, por este motivo, una variacién en la columna de agua que oscile entre la fuerte
alcalinidad en la superficie y la neutralidad y/o ligera acidez en el fondo, indica una elevada
inestabilidad del ecosistema, producida por acimulo de materia organica.

2.4 AZUFRE REDUCIDO. (8% y HS").

La produccion de acido sulfhidrico en el agua, es uno de los indicadores mas facilmente
detectables en forma directa por el ser humano, debido a su olor aln en concentraciones muy .
bajas (0.025-0.25 g/ L). El H 2S se produce directamente de la materia organica por la
metabolizacion de dos aminoacidos que contienen azufre, cistina y cisteina, y se acumula siempre
que el Eh sea suficientemente bajo como para evitar su oxidacién a sulfato. Por otro lado, aguas
con elevado contenido en sulfatos naturales (procedentes, por ejemplo, de la disolucién de yesos
de la cuenca hidroldgica) y mucha materia orgéanica, producen adicionalmente H 2S por reduccién
de los suifatos en Eh suficientemente bajo.

La produccién de H 2S continGa con la metanogénesis porque existen bacterias capaces
de utilizar el metano producido y combinarlo con sulfatos procedentes de estratos mas oxidados
para crecer y dejar HzS como residuo. Asimismo las aguas termales pueden poseer
concentraciones naturalmente elevadas de H ;S proveniente de origen geoldgico.

2.5 METANO

El metano (CH,) es un gas resultado de la actividad de las bacterias metanogénicas,
cuando la materia organica se ha acumulado suficientemente para bajar el Eh a un minimo de -
250mV. La metanogénesis puede resultar un fenémeno deseable como producto de digestores
que pretendan el uso posterior del gas como energéhco. e indeseable en lagunas de eslablluzamén
a cielo abierto y pantanos, en donde su elevado riesgo de explosion la hacen peligrosa.’
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3.13 DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO

La demanda bioquimica de oxigeno (DBO) es una medida del consumo de oxigeno
requerido por una poblacion microbiana, la cual lleva a cabo la oxidacion de materia organica
presente en el agua.!' siendo un parametro de contaminacion, ya que indica la cantidad de
materia organica susceptible a la descomposicion y es un importante indice de su concentracion.

El término demanda bioquimica de oxigeno se utiliza cominmente con referencia a
descarga de efluentes (desechos industriales o domésticos) y aguas contaminadas. Es de gran
importancia el conocimiento de la DBO, ya que nos indica el impacto de la descarga de efluentes
en aguas naturales, al disminuir o agotarse el contenido de oxigeno disuelto. Una vez que el
oxigeno se ha agotado, los propios procesos de purificacidon disminuyen abruptamente. Los
productos de fermentacion y la reduccion de nitratos y sulfatos, conllevan a la ?resencia de olor
nauseabundo, sabor y color en el agua, hasta llegar a ser anaerobia o séptica. !'°

La oxidacién bioldégica de la materia organica presente en una muestra, puede tomar
varias semanas, por lo tanto, para propdsitos practicos se utilizan periodos de incubacién mas
cortos, en los que se lleve a cabo una proporcidn elevada de la descomposicion total, ademas de
cuidar el parametro de la temperatura.

La demanda bioquimica de oxigeno, frecuentemente utiliza el método de dilucién y
siembra, también llamado DBOS-dias, este método nos da una medida indirecta de la cantidad de
compuestos organicos biodegradables existentes en el agua. Expresa el oxigeno consumido por
una dilucién apropiada de la muestra del agua, durante 5 dias de incubacién a 20°C (68°F).
Durante este periodo, las bacterias aerobias consumen el oxigeno disuelto en proporcién a la
cantidad de materia organica presente.

La DBOS representa una medida de laboratorio no exacta, por lo que la extrapolacion de
tal valor a la DBO real de un cuerpo de agua es cuestionable; una misma carga orgéanica puede
dar valores muy diferentes, segin sea la naturaleza de las sustancias implicadas y su diferente
biodegradabilidad. Para muchos compuestos, la metabolizacion exige largos intervalos de tiempo
y el consumo de oxigeno a los 5 dias es bajo, aunque la demanda ulterior resulte elevada.

Por afiadidura, a pesar de la adopcion de un procedimiento normalizado, dicha
determinacién proporciona resultados poco reproducibles, agravado por la presencia en ciertos
efluentes de sustancias bactericidas o bacteriostaticas y por el posible cambio en las condiciones
naturales que representa la diluciéon en agua destilada (aun enriquecida con nutrientes e indculo)
. -y el confinamiento en un recipiente cerrado, todo lo cual contribuye a falsear los resultados. Sin
-~ embargo la DBOS es un descriptor de contaminacion ampliamente usado, especialmente para
7. detectar la eficiencia en la eliminacion de la materia organica de sistemas de tratamiento. '®
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Para asegurar que los resultados obtenidos son significativos, la muestra proveniente del

efluente debera ser convenientemente diluida con agua de dilucion especialmente preparada, de

- modo que existan nutrientes y oxigeno disponibles ' durante -el periodo de incubacion.
Generalmente se preparan varias diluciones para cubrir todos los posibles valores.

La necesidad de diluir la muestra antes ‘de.incubarla, es para equilibrar el suministro y
requerimiento de oxigeno, por parte de la poblacién microbiana. De tal forma que al final quede
entre un 40 y 50% de oxigeno disuelto; o blen quede un-minimo de oxigeno superior a 1mg/L,
hasta alcanzar un nivel estacnonarlo donde yano s consume mas oxigeno, ¥

 DILUCIONES RECOMENDADAS PARA DBOS. (7

PROBABLE DBOS5 Factor de dilucién | Resultado redondeado a | Generalmente aplicable
mg/L a
3a 6 entre1y?2 0.5 R
4a12 2 0.5 R, E
10a 30 5 0.5 R, E
20 a 60 10 1 E
40a 120 20 2 S
100 a 300 50 5 s, C
200 a 600 100 10 S, C
400 a 1200 200 20 1, C
1000 a 3000 500 50 |
2000 a 6000 1000 100 |

Donde:

R = Agua de rio.

E = Agua de alcantarillado. ’

S = Agua de alcantarillado clanf‘cada o agua de eﬂuenles |ndustr|ales débnlmentecontamlnada
C = Agua de alcantarillado bruta.: .
| = Agua de efluente mdustrial muy contammada.

El agua de dlluc16n se mocula con lobjeto de mtroducw una poblamén bloléglca capaz de
|ene una’’ gran poblacubn ‘de




El empleo de un inéculo inadecuado ocasiona el desarrollo de otros microorganismos que
son los que oxidan la materia organica especificamente. Puede suceder que dicho inoculo no sea
lo suficientemente activo como para la oxidacion de la materia organica carbonosa. El agua
residual domeéstica, los efluentes no clorados, o desinfectados por otros medios, las aguas de
superficie que reciben las descargas de agua residual, contienen poblaciones microbianas
satisfactorias. El agua de un lago o rio que haya estado recibiendo determinado desecho
industrial, debido a que los microorganismos activos de la oxidacion han tenido suficiente tiempo
de adaptacion a esas condiciones de vida también pueden utilizarse como indculo. Por dltimo
puede utilizarse un indculo comercial. Cuando no se disponga de ninguno de estos, utilicese el
sobrenadante del agua residual doméstica después de dejarlo reposar a temperatura ambiente
durante al menos 1 hora, pero no mas de 36 horas.

La demanda de oxigeno en aguas de. desagle, aguas contammadas y desechos
industriales, se debe a la oxidacién de tres clases de sustancias: e

» Materia orgénlca carbo

ue_'es-aprovechada c'omo nutriente por los microorganismos
aerobios. RN SR .

. Matenales mtrogenado OX|dabIes que se denven de mtntos. amoniaco y nitrégeno organico,
que surven ‘como, ‘nutriéntes de ba erlas especif‘ icas como Nitrosomonas sp. y Nitrobacter sp

.. Algunas sus rrd,ferrroso, sulfitos y sulfuros; que puedan reaccionar

: con el oxige od

as_ sustancias de 1a clase 3 no se consldera en Ia demanda b|oquim|ca
de oxigeno, ya que como . se’ mencloné antenormente este método sélo consldera la degradacién
,carbomca Y. mtrogenada A .
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lnmedlatamente y termma ap oximadamente a Ios 20 dias, a una

< temperatura de 20 ° C La segunda no comlenza antes de Ios 10 dl

: De la clase de sustancias presentes depende Ia forma en que se ejerce la demanda. EI’

~"punto  final puede alcanzarse después de mucho tiempo,’por eso se ha aceptado como regla

~general el periodo de 5 dias de incubacitn a 20 ° C. Aunque el proceso de oxidacion es lento y no
:se cumple en el periodo de § dias, la mayoria de los compuestos organicos sencillos como es el
caso de la glucosa, son oxidados completamente en § dias, pero las aguas provenientes de
cloacas domésticas son oxidadas solo enun 65 % y Ios compuestos organicos complejos pueden
ser oxidados sélo en un 40 %, en este perfodo.

Sin embargo, . la. demanda bioquimica de ' oxigeno se' ve modificada por el oxigeno
requerido para la nitrificacién, pero debido al lento crecimiento de’ bacterias  nitrificantes, este
efecto no es importante hasta después de 8 a 10 dias. En el caso de aguas tratadas, el proceso
de nitrificacién puede aparecer en un periodo de 1 a ‘2 dias, debldo ala presencia ‘de gran niimero
de bactenas rutnf' cantes :

. La mtnfcacnén puede ser inhibida en‘las mu stra por a “adicién “de ‘aliltiourea o una
i cantldad de"2-cloro-6- clorometllpmdlna t;{ada con clorur e’sodio. De esta manera, solo se mide
‘ia demanda de oxlgeno carbonacea, S

L 'Los resultados obtemdos pueden ser |nﬂuenc ‘por la presencia de sustancias téxicas
vpara los* mlcroorganismos, como Io ‘son bacterlcudas ‘metales’ téxicos o cloro libre, que pueden
anismos ‘nitrificantes pueden producir

sélo bhid‘rat‘os de carbono, se verifican las

H 20

Cuando estan presentes nltrégeno fésforo y azufre en eI materlal orgémco se reallzan las
sngmentes reaccnones :
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_N orgénico

o] reﬂeja allas concentraciones de sustancias que pueden ser
anto’ eI consumo de oxigeno se eleva, dando como resuitado

3.15 REQUISI

‘Las soluciones sometidas al ensayo, deben satisfacer la siguiente condicién. %17

‘Donde:;

-, Cy Concentrac:én de xigeno suelto,
de las squcnones de ensayo en el tlemp cero

- Ca Concentracnén de oxlgeno dusuelto expresada en; mlllgramos por Iltro de eslas
_ mismas soluc:ones despues de 5 dias ; ; B .
: 30

xp esada en mlllgrrmos por I:tro. de cada una. . .



3.16 CALCULOS

. La demanda bloqulmlca de oxlgeno después de 5 dlas (DBOS) expresada en mlhgramos
de oxigeno por litro, se calcula por la férmula. . .

DBOs—-((C: C2)— ( v j(ck CA)J

Donde:

- Cy: Concentracion de oxlgeno dlsuelto. expresada en mlllgramos por litro, de cada una
de las solucnones de ensayo en el tiempo cero.. . o

- . C4 Col ez oxigeno® disuell . gramos ppr'llivt.fb,lqe'.la

 para la prepa cnén,dae‘, la $6lucién de "

- Vi Volumen total, en mililitros, de la solucion de ensayo.” -

3



317 OXIMETRO.’

El modelo YSIDBO es’ utilizado para medir el oxigeno dlsuelto presente en todo tlpo de B
omunmenle utilizadas para determinar la demanda bloqulmlca de

OPERACIONES PRINCIPALES.

EI modelo 5905 DBO es un sensor voltamétrico de oxlgeno dlsuelto Una membrana
permeable ‘al oxigeno cubre una celda electrolitica,- que consta de un catodo'y un anaodo.. Esta
membrana acttta como una barrera de difusién y una barrera de aislamiento que impide que la
'superfcie del catodo entre en contacto con cualquner parﬂcula extraiia de! medio amblente L .

El'catodo es un electrodo de oro y el énodo es un electrodo de plata, lo cual completa la
celda electromlca y actia como un electrodo de referencia.

.- Al colocar la membrana a través de la celda, el oxigeno es reducido a un potencial
.-aplicado ‘de _-0.8 V referidos al electrodo de plata. La reduccién de corriente al catodo es

.dlrectamente proporcional a la presion parcial del oxigeno en el liquido. (Expresada como % de

. saturaciéon de aire), la cual es proporcnonal también a la concentracién de oxigeno disuelto (mg/
L)a una temperatura determinada. ¢

o ~De esta manera, la misma presion parcial de oxigeno (% de saturacion de aire) en
. liquidos, dara diferentes concentraciones de oxigeno disuelto (mg / L) a diferentes temperaturas,

debido . a las diferentes solubilidades de oxigeno a las distintas temperaturas. El sulfuro de
hidrégeno, los haldégenos, el mondxido de carbono, el cloro, el oxido nitrico, pueden causar
lecturas errdneas. Los acidos concentrados, los causticos y los solventes fuertes, pueden danar el

equipo.

-.3.18. VALIDACION.®?

La validacion de snstemas se puede det‘mr como el proceso por el cual queda establecido,

: por estudios de laboratorio, que un sistema satisface los requ:sntos para los que fue creado y que
““se. obtienen resultados de manera’ reproduc:ble,‘cur’npllendo aslicon lineamientos regulatorios,
"~ ayudando a asegurar y mejorar la calidad del sistema. La vahdacuén nos permitird conocer mejor el
-7 sistema estudiado, ya que éste se encuentra bajo control; snempre y cuando los pardametros no
i sufran un cambio significativo.




. Estos sistemas pueden ser:

’equipos
productos ylo matenales
métodos de analisis. -
. procedimientos. ./
procesos. .
sistemas computacionales.'
: otros

Para realizar la’ validacion del sistema, se deben considerar los siguientes parametros: #2

« . Precisién (evaluada co 'o"'rebe‘tibilidad).‘

con . respuesta
gpreparadas a partir de una
da concentraclén

misma solucubn patrén'y. ealizando el anallsls por dupllca

. La curva de callbraclén se determina, Usualmente en concentraciones que varian entre 60
. y 140 % del valor. esperado en la‘muestra’ o bien’dependera del propéslto del método. deblendo
mcluurse S|empre eI 100 Yo.: i o i :
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PRECISION: Es el g dancia entre los resultados individuales. Usualmente
se expresa en términos’ de,.,deswa(:lén estandar o del coeficiente de variacion. La precision se
evalua como repetlbllldad ‘o reproducibilidad.:

REPETIBI
resultados quese”obtie en d
condu:lones (anall r

DAD: Evalua la precisién y manifiesta la concordancia entre los valores de ios
la determinaciones independientes, realizadas bajo las mismas
labaoratorio, técnicas, etc).

n del sistema de medicion de oxigeno disuelto presente
aluaron de la siguiente manera:

LINEALIDA DE ebe. demostrarse que la relacion entre las diferentes
: concenlracnones ‘de’ solucione: ateria organica (solucién estandar) y la respuesta del
B delector stguen una relacién matematica definida. Se busca que la funcion sea lineal.

; Se determin: 'nstruyendo una grafica (concentracién de materia orgéanica vs. respuesta
medlda) ‘utilizando cinco concentraciones diferentes de materia organica, preparadas a partir de
una misma solucuén patrén y reallzando por duplicado cada dilucion.

CRITERIO DE ACEPTACION:
> 0.98

?> 0.98.
Donde:" '
r= coeﬁcuente de correlacuén

= coefmenle de determmacnon ( Anexo III)
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C.V. = coeficiente de vai’iaciéﬁ( Anexo ill)

35



4.PARTE EXPERIMENTAL.

El método que se utilizo fue el de ia determinamén de Ia demanda bioqu[mlca de oxigeno
después de cinco dias de |ncubac:6n (DBOS) basandose en la norma I805815 1989 (E) (Anexo

una -demanda -

Este método es convencnonalmente utilizado para la etermlnamén i
eda 6000 mg de "

" bioquimica de’ ‘oxigeno ma or igual a 3 mg de o igeno or Iltro
_oxlgeno por litro

Los res lta
bioqulmlcas

son el producto de’una’ combinacién. de - acciones: quimicas' y

4.1 PRINCIPIO,

Se llevan ‘a ‘cabodiferentes - dllucxones para obtener dlstlntas cantidade _de materia
_organica adicionada’y utlhzando como dlsolvente un agua ‘rica’en oxlgeno dlsuelto, ademas de
contener una poblacion la materia organlca
presente en el agua .

4.2 REACTIVOS, " -

Los reactlvos utlllzados deben ser de calldad reactlvo analmco y deben disolverse en agua
destilada. - 7 o0 - e . . g .
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- A) SOLUCIONE

Las solucrones son. eslables y: deben conservarse . en frascos de vidrio color ambar y
almacenarse en refngeraclén Si se observa alguna precipitacion o sefal de crecimiento biolégico
deberan ser.desechadas’ y reemplazadas La necesidad de adicionar estas soluciones salinas es
proveer Ios nu(rlentes necesanos a la poblacién microbiana para su 6ptimo crecimiento.

CA) _Solucféh aﬁﬁéqngadora de fosfatos.

. : Dlsolver 8 5 g de fosfato monobasico de potasio (KH2PO.), 21.75 g de fosfato dibasico de
: potasno (KzHPO.,) 33.4 g de fosfato dibasico de sodio heptahidratado (Na;HPQ4. 7H0) y 1.7 g de

. . cloruro de amonio (NH4Cl!), en aproximadamente 500 mL de agua destilada. Diluir a 1000 mL con
agua destllada y homogenelzar El pH de esta solucion’ debe ser de 7.2 sin ajuste posterior.

SA2) S'l:.llf_aﬂlrt,)' de ‘rfnag‘nesid h.ep‘lkahyld»r'atadb solucién conteniendo 22.5g /L .

Dlsolver,,22 5 g de sulfato' de magnesio. heptahxdratado (MgSQ,. 7H20) en agua destilada. :

Disolver 0. 25 ‘g de cloruro de : férrico hexahldratado (FeCI; 6H20) en agua deshlada DIIUII‘
‘a 1000 mL con la mlsma agua y homogenelzar s
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B) AGUA DE DILUCION.

: Con este término se denomlna al agua destilada que es rica en oxigeno disuelto y sales
minerales, que ‘daran:la condlcnones proplcnas ‘para el desarrollo microbiano. Esta agua sera
utlllzada como diluyente.

- Flltrar un litro de_agua destnlada utlllzando para ello membranas con un poro de 0.45 pm de
’ dlémetro colocadas enun sistema de fi ltracnén Millipore.

- Después de fltrada el agua se alrea d ante 2 horas. como 'se indica en el esquema de:
aireacnén. - . :

: ESqqefna_ del equipo de aireacion

Conexién de vidno

Joringa de 20 mL con algodin,
wjda a un wporte universal por
una pnza de tres dedos

Vacio

Agua gmaminerahizaca
(4000 mL)
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- Debe cuidarse de mantener constante la presion negativa. El filtro de algodén tiene como
. ObjellVO filtrar el aire para evitar la entrada de cualquier contaminante, o particula extrafia al agua

en aireacion.

Después de dos horas, se toma una muestra de agua, utilizando para ello un vaso de
precipitados de 150 mL y se mide la cantidad de oxigeno disuelto en mg / L, utilizando el
oximetro. Debe obtenerse una Iec(ura nomenora 7mg/L.

- Agregar1ml de t‘:adabunaude'las cuatro soluciones salihas;“(4.2)' '

- Airear nuevame

C) AGUA DE DILU

..~ Se 'dé:no ina agua de dilucién sembrada, al inéculo preparado a partir de una poblacién
microbiana definida'y agua de dilucién.

Preparacion:

Utilizar el indculo comercial POLYSEED, que se presenta en capsulas con un peso de 250 mg,
las cuales contienen un liofilizado de mezcla de mlcroorgamsmos aerob|os que garantiza la

exactitud y confabllldad del ensayo de DBOS.

- Transferir 25 mg del ¢ sulaa. an niétféz aforado de 200 mL.

- Diluir con’ 125 mL de agua de dilucién,

- - Agitar durante 30 minutos, qpqagitadbrkrﬁééanico.
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4.3. PREPARACION DE SOLUCIONES.,

SOLUCION ESTANDAR COMERCIAL (SSC)

Esta solucnon se obtlene deun producto comercual llamado estandar para determinar DBO
y que se presenta en ampolletas de S mL, contenlendo glucosa y acido glutamico en las siguientes
concentracnones

3000mg /L

Glucosa 3
- 3000mg /L

Acido glutamico :

Preparacién:

- Transfenr _5 mL ‘de’ la

ucién estandar, a un matraz volumétrico - con tapén esmerilado de
100 mL. SSanTan a.n makez vonmeihco.. con tapon esmeriiace ge

- . Llevar al aforo. con lada y homogeneizar la solucién.,

4.4 MATERIAL, EQUIPO E INSTRUMENTOS.
El m_ébteri.al de vndno utilizado debe estar n'guroéamente limpio y seco.

MATERIAL.
- Equipo de filtracion Millipore.
- Membranas para filtracion de 0.20 kum de diametro de poro.’

- Matraz Kitasato de 4000 mL, con tapén de hule.
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- Inéeulo comercial deshidratado (POLYSEED).

- SOIUCIOI‘I estandar comercial para determinar DBO (SSC) ¢} en su defecto, solucion
- estandar preparada segtn la norma ISO-5815-1989 (E) G .

- Botellas de incubacién con capacidad de 300 mL, con tapén es_.rhériiado.
-  Bureta de 25 mL.
EQUIPO E INSTRUMENTOS.
- Balanza analitica.
- Oximetro (YS| Metter-Dissolved Oxygen).

- Estufa de incubaciéon mantenida a 20°C.

4.5. COMPARACION ENTRE LA CONCENTRACION DE LA SOLUCION ESTANDAR
COMERCIAL UTILIZADA PARA LA VALIDACION Y LA RECOMENDADA POR LA NORMA

1SO-5815-1989(F)

Para la validacién del sistema, se utiliza la solucion estandar comercial mencionada con
anterioridad (4.3); en tanto que la solucidon estandar utilizada por la norma 1SO-5815-1989(E) se
prepara a partir de una solucién que contiene glucosa y acido glutdmico. A continuacion se
justifica el uso de la solucion estandar comercial al demostrar que se Ilega a la misma
concentracion que la establecida por la norma ISO-5815-1989(E).
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; ‘acid ,glulamlco contenidos en la solucion estandar les Ilamaremos
matena organlc suscepti la ox:dacuon RIS

LUCION ESTANDAR SIGUIENDO LA NORMA ISO-5815-1989(E).

) q pesar 150 mg de cada sustancia (glucosa y acido glutamico), transfermos a un:‘
: matraz volumetnco de 1000 mL, disolver con agua de dilucién y llevar al aforo con esta misma
agua: Transferir : 20 mL de esta solucién a un matraz volumétrico de 1000 mL y llevar al volumen

“con agua de’ dllucuon

k'Célcqus de la concentracion obtenida:
150 mg de glucosa + 150 mg de &cido glutamico = 300 mg de materia organica. .

300mg ===> 1000mL

120 mL ===> 1000 mL

Cénceht'r‘acién‘ﬁn .006 mg de materia organica susceptible a la oxidacién / mL.

A esta concentracmn de 0.006 mg/ L, se le considera el 100 % de materia organica
suscephble a la oxidacion.

4.52. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE LA SOLUCION ESTANDAR COMERCIAL
UTILIZADA PARA LA VALIDACION DEL SISTEMA. :

Para la validacion del sistema se utiliz6, como ya se mencnono anterlormente una solucién
estandar comercial (4.3); por lo tanto para obtener la concentracion de 0.006 mg / L, que
representa la concentracion al 100 % de la norma ISO-5815-1989 (E), se siguieron los siguientes

pasos.
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1) - Se tiene una concentracién inicial (solucion A):"

3000 mg/ L de glucosa + 3000 mg Iide ac1do glutamxco 6000 mg / L de materia organica.
De esta solucién tomar. 5 mL’ y diluira: 100 mL con agua de’ dllucmn por lo tanto se tiene una
concentracuon final de 0 300 mg /mL ;

1000 mL";

S5mL > 100 mL

6000 mé |=>

Concentracidn final (Solucién A): 0.300 mg / mL. .

Para llegar a la concentracion de 0.006 mg / mL que cori’esponde al't OO %, se Eequlrlo una
-alicuota de 6 mL de la solucion A y llevar al aforo a 300 mL con'agua de dlluc:on en una botella
de incubacion; de esta forma se tiene: : .

0.300mg/mL x (6mlLs 300 mlL)

Obteniendo asi la concentracion de 0. 006 mg/mL, que se consndera eI 100 % de matena
organlca suscepuble a la oxidacién (4.5.1) :

- En la tabla No;1 se mues(rah las alicuotas a tomar para obtener las concentraciones al 50,
80, 90, 100,110 % que se utilizaran para la validacion del sistema.

TABLA No.1
Concentracion de materia Alicuota de la solucion eslandar Volumen final
organica (%) (mL) (mL)
50 3.0 300
80 4.8 300
90 5.4 300
100 6.0 300
110 6.6 300
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Donde:

: La tabla N02 ‘muestrala’ cantidad d materla; organlca adicionada, expresada en

: mlllgramos por - “mililitro : de: solucton estandar adlcmnada dependlendo de las concentracnonesv

ullllzadas de esta (%) El calcul na a arhr de la preparacion de la solucion A."

= 0.300 mg/ mL

0300 rﬁé‘/ mL x.Y mg de materia organica adicionada

Y = volumen adicionado en mililitros dependiendo de la concentracion de solucion estandar.

TABLA No. 2
Concentracion de materia organica Cantidad de materia organica adlclonada en
(%) 300mL de agua aireada Qng)
50 0.90
80 . 1.44
90 1.62
100 1.80
110 1.98
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4.6 PROCEDIMIENTO :
4.6.1.LINEALIDAD DEL SISTEMA.

kSe utuhzan cinco diferentes concentraciones de solucién estandar (matena organlca) 50
780 90, 100 110 %; cada una de estas concentrac:one se anallza po duphcado IR

a) Tomar la allcuota correspondiente con bureta alas concentracaones 50 80 90 100 y :
110 %, dela solucnon eslandar (tabla No.1). R ] .

'b)k‘Transferlr, adazallcuota a’las botellas de incubacién correspondlentes trabajando
~+ cada concentracién por duphcado

imb:d agua de dilucion sembrada, con pipeta volumétrica, a todas las
e ncubaclon correspondientes a cada una de las concentraciones de

o

i Completar Ivolumen de cada botella de mcubacno '300 mL con 'agﬁa de dilucién, lo

cual se logra permmendo que se desborden un poco ;

g) ~Eliminar las burbujas que pudieran quedar adherldas a las paredes de las botellas de
incubacién dandole ligeros golpes a éstas, taparlas asegurando un sello hidraulico y*
colocar papel pararlm sobre el tapon-de: cada .botella. (para evitar cuaiquier
intercambio del oxigeno de las muestras con el medio ambiente)

h) . Incubar las botellas durante S diasa20+2°C,

i) Después de este periodo, determinar la-cantidad de oxigeno disuelto en mg/L de
cada una de las soluciones ensayadas y del blanco, con el oxlmetro
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i) Calcular Ia cantidad’de:oxigeno consumldo y comprobar si cumple con la condicion
para poder determ e’ n utallzar los datos obtenidos.

Calculos: -
. Oxigeno consumido mg/ L =10, (ti) - Oz (tf).
. Donde:

- Oy(ti) = oxigeno presente en el tiempo cero de cada una de la soluciones de ensayo.

- Oy( ff).= oxigeno residual después de cinco dias de incubacién de cada una de las’
soluciones de ensayo.

Condicion:

S cc-c)=28
3 3

Donde:

C;: Concentracion de oxigeno disuelto, expresada en miligramos por litro, de la
solucién de ensayo en el tiempo cero.

Ca: Concenlrac:on de oxlgeno dnsuello expresada en miligramos por litro, de esta
mlsma solucuon despues de 5 dias.

Con los resultaaos obtenidos se trazara una grafica de concentracion de materia organica -
' adicionada (mg) vs. cantidad de oxigeno consumido después de cinco dias de incubacién (mg / L).

Esta grafica demostrard si cumple o no una relacién lineal entre ia concentracion de la materla IR

orgénica presente y la respuesta de medicion de oxigeno consumido.
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_CRITERIO DE ACEPTACION:

m"\
WV
oo
0o
o @

Donde:

r- = coeficiente de correlacion.

r? = coeficiente de determinacion. (Anexo 111)

4.6.2. PRECISION DEL SISTEMA.(EVALUADA COMO REPETIBILIDAD).

Se determina realizando el analisis por sextuplicado de una misma concentracion de
solucién estandar correspond:ente al 100 % de materia organica, traba;ando bajo las mismas
condiciones; (m«smo equlpo de medu:lon misma solucién estandar, mismo dia de anélisis, mismo
anallsta)

ra) Tomar la alicuota de

'dar correspondiente al 100 % de la materia organica,
. can.bureta (tab

" b) “Transf : alit ‘evincubacién correspondiente, realizando este ensayo
. por 'sextuplicado ‘

embrada, con pipeta volumétrica, a todas las botellas de -

c)
e’se designaran ensayo blanco (las cuales no contienen’

d) Adicionar - ag:
vplumeri’de 160

e)

X > a~solucion y permitir que se estabilice la Iectur
‘denomina’concer tracio geno dlsuello expresada en mg/L, de las solucno
en el tiempo .

de’ ensayo,
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lo cual se

i}. Después de este periodo la cantndad de oxlgeno disuelto en mg /L , de cada una
de las solucnones ensayadas y del blanco con el ‘oximetro.

h)) Calcular lé cantidad de Bxigenpyvcoﬁsﬁmwo y comprobar si cumple con la condicidn para poder
determinar si se pueden utilizar los' datos obtenidos.

Calculos:
Oxigeno consumido mg /L = O; (ti) - Oz (1) .

Donde:

O, (ti): =:oxigeno présente‘en el tiempo cero de cada una de las soluciones de ensayo.

O, (th) = de ‘c"inkcyo‘ dias ‘de incubacién de cada una de las

Condicién: ™

9—5 (€-Ca)s 2§—l-
3. ARG 3
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Donde:

Cy Concentracnon de oxigeno disuelto expresada en’'m gramos por htro de una de Ias
solucxones de ensayo en el tiempo cer L LAl

Concentracron d
~ misma solucuon despuésde 5 dfas

xpresada en miligramos . por - litro, de esta

CRITERIO DE ACEPTACION:

CV... < 3.0%

Donde:

C.V. = coeficiente de variacién.(Anexo Ilf) -
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' 5.RESULTADOS

En la tabla No.3 se muestran los resultados obtenidos de la concentracion de oxigeno
disuelto (mg / L) al tiempo cero y después de cinco dias de incubacién, correspondientes a las

diferentes concentraciones de solucion patrén adicionada (materia organica).

TABLA No.3
O O
RO a
50 216 3.0 1 300 8.59 6.05
50 21.7 3.0 1 300 8.58 5.85
80 21.7 4.8 1 300 8.59 4.88
80 21.7 4.8 1 300 8.59 4.94
20 21.6 54 1 300 8.58 447
90 216 5.4 1 300 8.56 4.37
100 21.7 6.0 1 300 8.58 3.98
100 216 6.0 1 300 8.61 3.96
110 21.4 6.6 1 300 8.57 3.65
110 21.7 6.6 1 300 8.57 3.71
BLANCO 214 ——— 1 300 8.59 8.40
Ponde: O 2 (ti) = oxigeno presente an el tiompo cero de cada'ur;a &e‘las soluciones de ensayo.
Q7 (t) = oxigeno rosidual después de cinco dlas de incgblclén de cncja una de las soluciones de ensayo.
En la tabla No 4 se muestran Ios resultados mterpretados basandose en el oxigeno
consumido.

Donde:.,

- Oy (ti)= oxigen‘o‘ pres

Oxigéno consum domg /L=0,(ti) - O,(tf).

te en el tiempo cero de cada una de'las soluciones de ensayo.

- Oy Hf )— oxcgeno resndual des ues ‘de’cinco dia de mcubacnon de cada una de las

solucnones de ensayo




Oxigeno consumidoi&lglL}

TABLA No .4

RA O % O D O O O O DO »
50 2.86 < 2.54 <5.73 2.54
50 2.86 < 2.73 < 3.90 2.73
80 2.86<3.71<5.73 3.71
80 2.86 < 3.65< 5.73 3.65
90 2.864.1155.72 4.11
90 2.85<4.19< 5.70 4.19
100 2.86 £4.60 < 5.72 4.60
100 2.8654.65<5.74 4.65
110 2.86<4.92<5.71 4.92
110 2.88<4.86 <5.71 4.86

Donde condicion: Ci/ 3< (C1-C2) s 2C1 13

Donde:

Ci : Concentracion de oxigeno disuelto, expresada en miligramos por litro, de la solucion de ensayo en el tiempo cero.
Ca: Concentracion de oxigeno disuelto, expresada en miligramos por litro, de esta misma solucidn después de 5 dias.

En la tabla No.5 se muestran los resultados promedio del oxigeno consumido y se gréfica

contra la cantidad adicionada de materia organica.

TABLA No.5
RACIO A DAD ADICIONADA D RESP A D O O
% A RIA ORGA A g O DO g
50 0.90 2.63
80 1.44 3.68
90 1.62 4.15
100 1.80 4.62
110 1.98 4.89
GRAFICA No.1

Linealidad del sistema

0 0.5 1 1.6 2 2.5

Materia organica adicionada (mg)
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Los datos obtenldos del coet’ctente de correlacnén y coef‘mente de determmactén son los
s:gunentes SRS g

=
1]

- 0.9952

h
Ml

10.9906
Donde:

r = coeficiente de correlacion.

© = coeficiente de determinacién. (Anexo ).

De acuerdo \co'ﬁ'ulo eéhltadbé obtenidos, el sistema de medicion es'lineal, ya que el
coeficiente ‘de determinacién .y el coeficiente de correlacion, cumplen los criterios establecidos
para métodos microbiolégicos. Criterio de aceptacion:

r = 0.98
-2 0.98.

Enla ga,ﬁcaANo.1 se” uede qbsen)ar la tendencia lineal.

5.2, PRECISION DEL ‘COMO REPETIBILIDAD).

‘En la tabla No.6, se resentan los’ resultados obtenidos del oxlgeno disuelto (mg/L) de una
misma muestra, anallzada por sextuplicado y correspondiente a una concentracnon del 100% de
maleria orgénlca después de Ios inco dIas de incubacion.
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TABLA No.6

oncentracio emperatura RA O O O O g O g
’ PATRO
100 21.6 6.0 1.0 300 8.50 4.29
100 21.4 6.0 1.0 300 8.50 4.20
100 21.5 6.0 1.0 300 8.50 4.28
100 21.6 6.0 1.0 300 8.50 4.32
100 214 6.0 1.0 300 8.50 4.30
100 214 6.0 1.0 300 8.50 4.24
8lanco 21.3 e 1.0 300 8.60 8.26
Donde:

O, {t) = oxigeno presente en el tiempo cero de cada una de las soluciones de ensayo.
0, (if) = oxigeno residual después de cinco dias de incubacién de cada una de las solucione de ensayo.

En la tabla No.7, se muestran los resultados del cumplimiento de la condicién, en cada uno
de los 6 ensayos, tomando en cuenta la cantidad de oxigeno consumido durante los cinco dias de
incubacion. Se comprueba que se cumple la condicion establecida.

TABLA No.7
O RACION (% ONDICIO 0, CO DO g
100 283<421<5.66 4.21
100 2.83<4.30< 5.66 4.30
100 2.83<4.22<5.66 4.22
100 2.8354.18 5 5.66 4.18
100 2.83£4.20 s 5.66 4.20
100 2.83 £4.26 < 5.66 4.26
BLANCO —m—ee 0.34

Donde condicién: Cy/ 3s (Cy-Cz) $2 Cy/ 3

Obteniéndose:
C.V.=1.04%
Donde:

C.V. = coeficiente de variacion.
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De esta manera se cumple con el “criterio de aceptacion ‘en-relacion con'la - precisuén del
sistema,. para métodos mlCl’Ob10|6glCOS. que_establece que’ ‘el coefl cuente de vanacuén debe ser
menor o lgual al 3 0°/ :

‘CV.'s 30%
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6. CONCLUSIONES.

1. Las condiciones eh las qUé ‘'se ‘desarrolio la prueba no modificaron la respuesta de
- medicion del sistema, ya que se presento linealidad en un intervalo de concentraciones
de 50, 80, 90,100,110 % Esta tendencna lineal puede observarse en la gréfica No.1.

2, Se comprueba ntre la cantidad adicionada de materia organica y la
.. cantidad de oxigeno consumldo ya que el coeficiente de correlacion obtenido es igual
-a O 9952 >0. 98 que es el requerldo para métodos microbioldgicos.

3. El'grado"de concordancia entre los resultados obtenidos es aceptable, y se considera
que existe precision en el sistema, pues el coeficiente de vanacnén obtemdo es menor
del 3.0 % que es el ex|g|do para métodos microbiolégicos.

Sision: del sistema, la
nco, no excedi6 de

4.. En ambas determinaciones tanto la linealidad como’ la
disminucion del oxigeno después del tiempo de incubacién e
5§ mg /L, que es el indicado por la norma oficial.

5. ‘Se puede asegurar la conf‘abilldad de !
ademas de ser sencallo y répldo

respuesta de medicion'del mét_odd propuesto,

6. En ambos ensayos, Ilnealldad del sistem precision del sistema (repetibilidad), se
obtuvo una disminucién esperada.de ‘menos’ de’ .0.5: mg / L .de oxigeno consumido,
después de cinco dias de mcubacuén en eI blanco

Los resultados obtenidos, demostraron que los parametros de linealidad y precision del
sistema, cumplen con los requisitos de aceptacién para la validacion del sistema, 1o que indica que
las condiciones en las que se desarrollé el procedimiento, no afectan la respuesta de medicion,
dando lugar a resultados confiables para determinar la demanda bioquimica de oxigeno en
muestras de agua.
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APENDICES
APENDICE |

INTERNATIONAL STANDARD : ISO 5815-1989 (E) -

CALIDAD DEL AGUA-- DETERMINACION DE LA DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO
DESPUES DE 5 DIAS (DBOS)~ DILUCION Y SIEMBRA.

1. ALCANCE..

Esta norma lnternacional es un método para la determinacién empirica y convencional de
la demanda bioqulmica de oxlgeno de agua por dilucion y siembra.

Este método se aplica a todas las aguas que tienen una demanda bioquimica de oxigeno
mayor o igual a 3 mg de oxigeno por litro y que no excedan 6000 mg de oxigeno por litro, sin
embargo para aquellas que excedan esta concentracion de 6000 mg / L, la prueba puede alin
aplicarse; sin embargo los errores causados por las diluciones que se necesitan, requieren que
los resultados sean interpretados con cautela.

Los resultados obtenidos son el producto de una combinaciéon de acciones quimicas y
bioquimicas. Estos no tienen el caracter de riguroso o ambiguo, es decir un Unico y bien definido
proceso quimico o bioquimico. No obstante proveen una mdlcacnén debldo alacual la calldad del

- agua se puede estimar.

La prueba puede ser influenciada por la presencra de varias sustancias. Dentro de estas .
se puede mencionar sustancias toxicas a los microorganismos, por ejemplo bactericidas, metales
toxicos, o cloro libre, que pueden inhibir la accion bioquimica. La presencia de algas u organismos
nitrificantes pueden producir resultados elevados de consumo de oxigeno, que no-se: deben
necesariamente a el consumo de materia organica presente en el agua ' ) bR

2. REFERENCIAS.

» método yodométnco
nétodo electroquimlco

- 1S05813: 1983 -~-Determinacion de oxigeno disuelto
- 180 5814:1984 --Determinacion de’ oxigeno dlsuelto
- 1SO 6107-2: 1981 --Vocabulario.
- 18O 7393-1: 1985 —Determlnac:én de cloro hbre y cloro tota
- . 1807393-2: 1985 --Determinamon de cloro bere y cloro total metodo colorlmetnco




Demanda b:oqulmica de oxlgeno Es:la; concentrat:lén en‘masa;; de oxigeno;, dnsuelto
-.consumido; “ bajo ‘condiciones : especificas, - por oxidacion:; bloléglca de’ materia: orgémca y/o
morgénica en el agua. definicion dada desde 1SO 6107-2 (1981) = L

; -Para‘los propésntos de esta norma mternac:onal roxid cuén bioléglca sngnlf‘ ca "oxidamén
vbloqu[mlca ; Ll

: ‘Neis alizar la milestra de agua a anallzar y dlluir con dlferentes cantidades de agua de
‘dilucién’rica’en’ oxigeno  disuelto™ y conteniendo una s:embra de microorganismos, con o sin
|nhlblc16n de Ia nitnfcacién segun se requiera .

“La incubamén debe ser a una temperatura controlada, por un periodo definido de 5 dias,
en la oscuridad, en una botella completamente llena’y tapada. Determinar la concentracion del
‘oxigeno disuelto antes .y después de la mcubaclén Calcular la masa de oxigeno disuelto

consumldo. por litro de agua.

Slmulténeamente se realxza un ensayo blanco utlllzando una solu0|én esténdar de glucosa y
y acido glutémico . i

s REACTI\‘/_OS.‘.; :

Durante el analisis utilizar solo reactivos de reconocido. grado analitico, usar sélo agua
deslilada o0 agua de una pureza equivalente (agua desmineralizada). El agua no debe contener
mas de 0.01: mg de cobre por litro y debe estar exenta de cloro cloraminas, alcalinidad caustica,

matenas orgémcas y acidos.
5.1 AGUA DE SIEMBRA.

) SI Ia muestra a ensayar no contlene. por: si misma, suficientes microorganismos
adaptados el. agua de slembra, puede ser obtenida  por- cualquiera de los siguientes

L proced:mlentos
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1. Agua residual urbana, recoglda de un‘gran recolector o de un colecto orrespondlente aunai:
zona residencial sin contamlnactén mdustnal cons:derable Esta agua debe decantarse antes _7\ -

de su uso.

2. Se puede preparar a partir de: 100 g de tlerra de ;ardln en un litro de agua Mezclar iy de]ér s
reposar durante 10 minutos. Tomar 10 mL del sobrenadanle y. diluir hasta un litro de agua, la
cual puede utilizarse como agua de snembra .

3. Agua obtenida de'?lgﬁn : Iéébbonteniendb aguas residuales de tipo urbano.

ﬁél’invstalablén dé tratamiento de aguas.

. el punto de descarga del agua a analizar o agua conteniendo
N mlcroorgamsmos adaptado al _agua a ser analizada y cultivada en el laboratorio (en el caso
. de eﬂuentes industriales que conuenen sustancias que se degradan con dificultad).

5.2. SOLUCIONES SALINAS - -

es.son. estables al menos un mes y deben ser almacenadas en
frascos de vidrio,: ‘color- ambar.?en la oscundad Estas se deberén desechar si se detecta algun

! ‘slgno de preciputacién o crecimi

Disolver 8.5 g de fosfato monobasico de potasno (KH2P04) 21.75 g de fosfato dibasico de
potasio (K:HPO.), 33.4 g de: fosfato’ de sodio ‘dibasico heptahidratado (Na;HPO,. 7H.0) y
1.7 g de cloruro de amonio (NH4CI) En aproxnmadamente 500 mL de agua destilada.
Diluir a 1000 mL-con agua ‘destilada’y hc genelzar EI pH de esta solucién debe ser de
7.2 sin ajuste posteno

5.2.2 Sulfato de ma‘gﬁe 'téh'ehdo 225g/L.

Disolver 22. 5 g de sulfato de magneslo ep ahtdratado (MgS0s. 7H20) en agua destilada.
Dllunr a 1000 ml con agua destllada homogeneizar.
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5.3 AGUA DE DILUCION

A aproximadamente 500 - mL de agua destilada, adicionar-1 mL.de cada una de las
soluciones "salinas (5.2.1, 5.2.2, 5.2.3 y 5.24). Diluir a-1000: mL*con- agua destilada y
homogenelzar Mantener esta solucion a 20° C; airear’durante:;1- hora,” tomando todas las
precauciones para no contaminaria, debido a la adicién de’ materia organica, por sustancias
oxidantes o reductoras, o bien por metales, hasta que la concentracrén de oxigeno disuelto sea al
menos 8 mg /L. :

Utilizar estka solucién dentro de las 24 horas posteriores ‘a su preparacion y descartar
cualquier solucién remanente. :

5.4 AGUAbE DILUCION SEMBRADA. ,‘

Adicionar de‘acue'rdda_‘ la _fuehte de 5 a 20 mL de agua sembrada (5.1) por litro de agua
de dilucidén  (5.3). Almacenar- el 'agua de dilucion sembrada obtenida a 20 °C. Prepararia
inmediatamente antes de.su uso'y descartar alguna solucién remanente, al finalizar el dia de
trabajo.

La disminucién del oxigeno después de 5 dias de incubacion a 20 °C del agua de dilucién
(5.3), el cual es el valor del blanco (8 3), debera prefenblemenle no exceder de 0.5 mg de oxigeno
por litro. N

5.5 ACIDO CLORHIDRICO: (HCI), solucién, aproximadamente 0.5 M.




amente O.SM.' .

5.8 SOLUCION ESTANDAR DE GLUCOSA-ACIDO GLUTAMICO

glutamico (HOOC-CH2.CHa.CHNH2 -COOH) a

. f’nahzar el dia de trabaj

5.9 ALILTIOUREA (ATU) (C4HgN2S), SOLUCION.

: Dlsolver 1.00 gde allltlourea en agua destilada, diluir a 1000 mL con la misma agua y
' homogenelzar La soluctén es estable por al menos dos semanas.

TABLA No. 1 (9
Diluciones recomendadas para determinar la DBOS.

PROBABLE DBO5S Factor de dilucién Resultado redondeado Generalmente
mg/L a aplicable a:
3aé6 entre 1y2 05 R
4a12 2 0.5 R,E
10 a 30 5 0.5 R, E
20 a 60 10 1 E
40 a 120 20 2 S
100 a 300 50 5 S, C
200 a 600 100 10 S, C
400 a 1200 200 20 1, C
1000 a 3000 500 50 N |
2000 a 6000 1000 100 1
Donde:

R = Agua de rio.

E = Agua de alcantarillado.

S = Agua de alcantarillado clanﬁcada o agua de eﬂuentes |ndustrlales déb:lmente contamlnada
C = Agua de alcantarillado bruta. : .

| = Agua de efluente industrial muy contaminada.
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-6, MATERIAL Y. EQUIPO. -

El material de vidrio utilizado debe estar rigurosamente limpio, exento de materias toxicas
o biodegradables y debe conservarse protegido de contaminaciones.

6.1 Frascos bai’a incubacién. De capacidad entre 130 mL y 350 ml, con tapdén esmerilado, que
evite que qqeden ’burbujas adheridas.

6.2 Incubador. Con capacidad de mantener la temperatura a 20 °C 1 °C.

rhientq de la - muestra.
?cﬁéda: &éﬁéﬁdfendo'del
7. ALMACENAMIENTO DE LA MUESTRA.

Almacenar la muestra a una temperatura entre O °C a4 °C en un'.frasco Ileno y
herméticamente sellado. Comenzar la determinacién tan pronto como sea posﬂ)le y como maximo
en las 24 horas siguientes a su muestreo.
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8. PROCEDIMIENTO; " .

8.1 OPERACIONES PRELIMINARES. -

-8.1.1 Neutralizacién de ia muestra

SR Sx el pH de la.muestra no se encuentra entre 6 y 8, neutralizarla. Se neutraliza después de
haber determinado; en una muestra separada, el volumen de solucién de &cido clorhidrico (5.5) o
de- solucion de hidroxido® de sodzo (5 6) necesano no debe preocupar la poslble formacnén de
prectpltado

'libre'o combinado; :

8.1.2 Presencia de cl

libr y c mbmado en Ia muestra por adicién del volumen necesario de
de no afiadir soluclén en exceso.

Neutrallzar el clo
solumén de sulf'to de

atu 0°Cy agltar enun reclplente Ilenado a Ia mltad ‘de
cion de oxigeno .

o : Colocar ' en conocido de la muestra en la dilucion basal (6 S5)y adicionar agua de -
¢ dilucién sembrada (5.4). Mezclar evitando la formacién de burbujas de aire. Si el factor de dilucion
"~ aaplicar es mayor a 1OQ llevar las diluciones en dos o mas etapas.




nitrificacion. |

cido 'de la muestra en la dilucién basal (6 5) y ad|C|onar 2 mbL de
aliltiotirea (5. 9) por lltro de muestra d|Iu:da y IIenar con agua de dllucubn sembrada (5.4). Mezclar
evntando Ia formacuén de burbujas ; .

NOTAS:.

- Alternaiivémehte se puede utilizar como supresor de la nitrificacion 2-cloro -6-(tricloro metil)
" piridina TCMP. Adicionar 0.5 mg / L en muestras diluldas.

- El grado de dilucién, debera ser tal que después de la incubacién la concentracién residual de
oxigeno debera estar entre una tercera y dos terceras partes de la concentracion inicial. Ante la
dificultad de seleccionar con exactitud el grado de dilucién convenientemente, es necesario
realizar varias diluciones en progresién geométrica y que enmarquen la dilucion correspondiente
a la DBOS probable. (tabla No.1)

- Las determinaciones previas de la demanda de’ oxlgeno total (DOT) y la demanda quimica de,
oxigeno (DQO) con dicromato, pueden dar informacién Gtil al’ respecto

n representativa

- -Cuidar que las muestras tomadas s

- La SUbreislénj\d‘ 'a'8.2.2'no e$ recomendable en todos los casos.

8.3 ENSAYO EN BLANCO.
- Se realiza uﬁlre‘nsayb en blanco al mismo tiempo, utilizando el agua de dilucién sembrada.
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: de dllumén

o de 5|embra Y. s

8.4 DETERMINACION

) ok iitician (8 2) se llenan dos frascos de incubacion (6.1), permitiendo que
se desborden un’ poco : Se’ deja que se escapen las burbujas de aire adheridas a las paredes de
los frascos Se cierran los frascos evitando que queden atrapadas burbujas de aire. .

Se disponen los frascos en dos series, cada una conteniendo un frasco de cada dllucm')n y :
un frasco de solucién‘en blanco.’ (8 3) .

Ci;‘loque una: de
dias a 20 °C

eries en incubacién (6.2) y manténgase en la p_scu,rvidé‘d" du‘rant‘e. 5.

B Se mide la concentracién de’ ongeno dlsuelto al tlempo cero en cada unade Ias dllucmnes -
yenla soluclén blanco e la otra serie de’ frascos que se lncubaron. especlfcados en ISO 5813 0
180 5814 - .

8.5 ENSAYO CONTRO

Utlllcese este procedlmlento como una comprobaclén aproxmada de la calldad del agua:
def agua de slembra y de la técnica del anallsta‘ empleados’ .

- Dilulr 20 mL de la solucién esténdar de glucosa-écndo glulémlco ver 5.8) a: 1000 mL de',- )
agua de d|luci6n (Ver.5.4)'y proceder, como se mdlca enel apartado 4. :

La DBO5 obt
caso de no obtener r X

kida de"este ensayo debera estar comprendlda entre, 180 y: 230 mg l L En
ultados dentro de este intervalo, se debe venf’car a preparaclén del agua
e método de anéhs:s : : .

Se realiza sayo control simultaneamente con el ensayo de ia muestra.
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"9 CALCULO DE RESULTADOS. ~ -

Las soluciones sometidas al ensayo, deben satisfacer la siguiente condicion:

Do}nde:

- Cy 6on¢’er\"lfé:ci6}i"d

[ ¥ xlg Ao dlsue!lo expresada en mlllgramos por lltro. de una de )
‘1as soluciones de en .y :

-+« Cz Concentracién. de;ox
misma solucién, d

~ La demanda b
de oxigeno por litro;' s

Donde: .

Concentrac:én de oxigeno dlsuello. expresada en mlhgramos por Iltro de ‘una de

“solucién blanco a tiempo cero



Sl varias diluciones se encuentran en el mtervalo requen o, se 'i:élcula la media de los
resultados ‘obtenidos para estas diluciones. : L

10.REPORTE.

El reporte del ensayo debera incluir la sigdiénté iﬁfromécién:

‘La fecha y hora de muestreo.

- “Método 'de conservacion de la muestra. o

- Feché Vyk tora a la cual ealizod Ia,detefrﬁlna'ciéh'de lakDBO.
- Eltipo de agu:
- Indicacion de 0 de la nitrificacion.

"~ El namero, de dias ‘de incubacié

. - Los resultados y el método de,célquloﬂémpleado.

- Conslgnamén de 0
de |nteres
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APENDICE Il
OXIMETRO.
ESPECIFICACIONES:

Catodo : oro.
Anodo : piata‘.
Membran_a : FEP Téﬂbn,' & ’ o

Electrolito : 2M KCI.:

Polariiébidn dé voltaje : 0.8 volts..
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APENDICE Il
' FORMULARIO

LINEALIDAD DEL SISTEMA

1) Tabular los resultados con base al siguiente formato:

Concentracion de la dilucion de la ... . Propiedad medida (y)

solucion patron (x)
X1 Yi1.Y32...Y%
X2 Yo1, Yo22... You
X3 Ya, Yar... Yan
xn Ylh Yl2yY|3....Y4m
Donde:

t = numero de diluciones”

Para proceder a lo
dilucién, sean equivalentes
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DN =X+ X ...,..+X,2

S =yl rie. +Y +yz,+y22 ..... IS AT N S

ZXY=(Y,, + Y+ 1)+ Xy(Yy, +sz2 + 1)t + X (Y, + Y+ Y,

3)‘Célculos para coeficiente de correlacién 'y coeﬁcie_nté de detekminébién R

; m(ZX ) <,(Z X)‘l [m(ZY XZY) ]

Donde :
r = Coeficiente de éo‘frelééléh.‘ :

= Coeficiente de determinacion

© DEIAPBRIRLY

,];



PRESICION DEL snSTEMA' :

1) Tab_ulafllo‘s'kresulftados' A

o 2) Célculds*ﬁnjeliminaré's g

DICED AT AR AL Ay

Donde:

DE = Desviacion Estandar

3) Calculos finales

cv =%‘* 100.

Donde:

CvV = Coeﬁcienle de variacion
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