
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 
DE MEXICO 

FACULTAD DE OUIMICA 

"VALIDACION DEL SISTEMA DE MEDICION DE .. 

OXIGENO DISUELTO APLICANDO UN METODO . - - · -., - . 

PARAÓETERMINAR .lA .DEMANÓAEÚÓOLJIMICA> 

DE. OXIGENO EN MUESTRAS ÓE AGÚA' ; 

T E s 1 s 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO 

R s E N T A 

SO F 1 A 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



JURADO ASIGNADO 

Presidente • 
Vocal 
Secretario 
1er. Suplente 
2do: Suplente 

Prof. GARCIA PADILLA MARIA LUISA. 
Prof. CARRERA GARCtA ISAURA LUISA. 
Prof. MORA-TOVAR Y CHAVEZ ROSA LORENIA. 
Prof. AYALA MONDRAGON CONSUELO. 
Prof. MARTIN FUENTES RUTH EDITH. 

Sitio donde se desarrollo el tema 

Departamento de Control Analftico · 
Facultad de Qulmica, U.N.A.M. 
Edificio "B" sótano 
Ciudad Universitaria. México, D.F. 
Tel. 5622 37 17. 

Asesor del Tema{)~~ 
Q.F.li;:Giil< 1 MAR íS;t... 

Supervisor técnico {! ~ ~...._¿__ ,h? . 

Q.F.B. AY ALA MONDRA ~N CONSUELO 

Süstentante 

SOFIA R~itcORDERO. 



Agradecimientos: 

A ti sefior por darme la oportunidad de vivir y sentirte cerea en los momentos más 
díficiles de mi vida. 

A mis padres Felipe y Zenaida, por todo su cariño y apoyo incodieional, y por 
enscfiarme a valorar todo lo que hoy tengo, gracias a ustedes. 

A mis hermanos Gabriela, Javier y Jesús por mantenernos siempre juntos y por 
demostrarme que cuento siempre son ustedes. 

A lcarlita por toda su alegria y ternura. 



2 

CONTENIDO 

INTRODUCCION 

OBJETIVOS 

3 GENERALIDADES 

3.1 
3.2 
3.3 
3.4 
3.5 
3.6 

3.8 
3.9 
3.10 
3.11 
3.12 
3.13 
3.14. 
3;15 
3.16 
3.17 
3.18 

La importancia del agua y su contaminación 
Evaluación de la calidad del agua 
Gases disueltos en el agua 
Oxigeno disuelto en el agua 
Importancia del oxigeno en sistemas acuáticos 
Importancia del oxigeno en la calidad del agua 

Mecanismo de oxidación biológica 
Metabolismo oxidativo 
Tipos de contaminanles 
Detenminación de malaria orgánica 
Análisis fisicoqulmlcos relacionados con el contenido de materia orgánica del agua 
Demanda bioqulmica de oxigeno 
Etapas de la Demanda Bioqulmica de Oxigeno 
Requisitos de la prueba 
Cálculos 
Oxlmetro 
Validación 

4.0 PARTE EXPERIMENTAL 

4.1 
4.2 
4.3 
4.4 
4.5 

4.5.1 
4.5.2 

4.6 
4.6.1 
4.6.2 

Principio 
Reactivos 
Preparación de soluciones 
Material,equipo e instrumentos 
Comparación entre la concentración de la solución estándar comercial utilizada 
para la validación y la recomendada por la Norma IS0-5815-1989 (E) 
Preparación de la solución estándar siguiendo la norma IS0-5815-1989 (E) 
Determinación de la concentración de la solución estándar comercial utilizada para 
la validación del sistema 
Procedimiento operatorio 
Linealidad del sistema 
Precisión del sistema 

5 RESULTADOS 

5.1 
5.2 

6 

Linealidad del sistema 
Precisión del sistema 

CONCLUSIONES 

Página 

5 

7 

8 
9 

10 
10 
11 
13 

16 
17 
20 
21 
22 
25 
28 
30 
31 
32 
32 

36 
36 
40 
40 

41 
42 
42 

45 
45 
47 

50 
52 

55 



CONTENIDO 

7 BIBLIOGRAFIA 

Referencias bibliográficas 

8 APENDICES 

l. Método oficial IS0-5815-1989(E) 
11. Oxlmetro 
111. Formulario 

Pagina 

71 

56 
67 
68 



1. INTRODUCCION. 

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

Considerando 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 permisibles· en las descargas de aguas residuales provenientes de la industria, la 
agricultura y .el hogar . 

. : . un6'ct~:'·¡¡j~·?~é~odos utilizados para el tratamiento de grandes volúmenes de agua 
. contaminada·" es : el'' biológico, que trata de la descomposición natural de los contaminantes 
'presentes en elágua;'rriediante una población microbiana bien controlada.!') 

La demanda bloquimlca de oxigeno, es un parámetro que nos indica el grado de 
contaminación orgánica del agua, por lo tanto, debido a que la mayoria de los desechos 
alimenticios, aguas de desecho domésticas y residuales de fábricas, que van a dar a los cuerpos 
de. agua, contienen grandes cantidades de materia orgánica, puede determinarse la demanda 
bioquimica de oxigeno en éstas. 

La presencia de materia orgánica en el agua, es un indicador del grado de contaminación 
en ésta, ya que puede ser degradada por microorganismos aerobios que utilizan el oxigeno 
disuelto en el agua; en consecuencia; el oxigeno puede agotarse más rápido de lo que se genera, 
y los organismos que lo requieren para· subsistir tienen que compelir por él, afectándose la 
distribución de la vida en el agua. 

·'>'· .:.:·: .. :, : 

Este parámetro es requeri~~·~~ra,~eterminar las condiciones en que se encuentra el agua 
antes y después de ser tratada.' ... ' ·,:,«>' "' ' ' 

,."' ::- • ,~:· i • ·\ '-!e>--' - , ;'.·~·.~:, 
-·>··'.:· -·>·· ~ ::.<:: .... : ,,".::,. ;'( 

En el presente Írabajo, se describiré lá validación de(sistéilia de inediciÓn delconsumo de 
oxigeno, llevado a cabo por una población microbiana. éon6cida;'. basándose::en el método oficial 
IS0-5815-1989(E), pero llevándolo'a las condiciones del laboratorio/para determinar la demanda 
bioquimica de oxigeno en agua. · · · ' .:·, " · · · · · · · "· · 



Para validar el sistema· de medición utilizado, en las . condiciones .del laboratorio, se 
evaluaron los siguientes parámetros; 

Precisió~ dei sistema (eváluada como repetfbllldad) • 

. ,,,. : ' ·-

La validación de este sistema de' rnedi~iÓn e~ importante para garantizar resultados 
confiables, con el grado de repetibilidad y linealidad requeridos. 



2. OBJETIVOS 

Conocer la importancia de la determinación de Ja demanda bioqulmica 
de oxigeno y su relación con la calidad del agua. 

Realizar el método señalado por la norma IS0-5815-1989(E) 
(Determinación de la demanda bioqulmica de oxigeno después de 5 días 0805. 
Dilución y siembra), para determinar la demanda bioquímica de oxígeno en muestras 
de agua, en las condiciones del laboratorio. 

Validar para las condiciones del laboratorio, el sistema de medición utilizado para 
determinar Ja demanda bioquímica, determinando la linealidad y la precisión 
evaluada como repetibilidad. 



3. GENERALIDADES. 

3.1. LA IMPORTANCIA DEL AGUA Y SU CONTAMINACION. 

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

De acuerdo con su uso, se puede clasificar en: <
1
> 

Potable. 
Doméstica. 
Comercial. 
Industrial. 
Agricola. 
Pública. 

Durante los últimos años 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. ellos, Jos productos qui micos que 
presentan un doble problema. Algunos son nocivos; ven encisos y. cancerigenos. Otros, aunque 
relativam·ente inocuos, tienen un serio efecto negativo ·a1;descomponerse en el agua, donde se 
oxidan provocando una disminución en la cantidad.de oxígeno disuelto en ella. 

La contaminación del agua puede definir~e.cc:i;riét'~a ;clición de materia extraña indeseable 
que deteriora su calidad. La materia extraña co'"!!ªm}riant~ puede ser materia inor9ánica como los 
compuestos de mercurio y plomo, o bien materia viva como ros microorganismos. < > 

",,. ,• 

Puede hablarse de dos fuentes de contami~ación: <3 > · 

Natural. 
Artificial. 



;.:,;'.:. >~~_:.:\ ~'", ::,:;_.!·:/::·:~·' .. 

. La p~im~ra ~~~~~b~~~i~~hr.vertido de aguas provenientes de la erosión, o bie~ por aguas 
de lluvia que 'arrastran contaminantes hacia los cauces. - ' - .• - ' -

,' . :.,~:-~· · ... ~;:, ,:;'·.·..:. .~,;·:· •;' ;•;(-~~. ··,_:-,__:' . . , 

. :~t~··}~~/, /·~)S:; ·; .. 

'La c¿ni~ini~~~,¿~:L~ih:¡~,··es aquella provocada por el hombre y que se ha aceniuado por 
las grandes éonglcirríéraciorie's-•y la industrialización, ocasionando un aumento considerable en la 
cantidad de desechos:- ,,,:< ·'' 

• ·· _Alguno,s'C!e·'!l¿tcis. contaminantes se depositan en los cuerpos de agua; y aunque éstos 
tienén la· capacidad-de asimilar cierta cantidad de contaminantes, sin tener efectos graves, ya que 
la dilución>i:Jos\·prcipios procesos de autopurificación lo permiten, en muchos casos dichos 

·procesos rés_úUan,insuficientes. 
·-~ •. , . ,,,, .. 

'"'· ""·-- .. ·':''. 

Es d·r;:~r~~ Importancia evaluar la calidad del agua, para asegurar que es apta para usos 
benéficos como:' bebida del hombre y animales, una vida marina sana, su uso en la agricultura, 
acarreo d,e ~-esi¡chos y recreación. 

. ' .. · ' . . . 
3.2 EVALUACION _DE LA CALIDAD DEL AGUA 

Para determinar la calidad del agua se utilizan determinaciones·· flsicas, qui micas y 
biológicas. l4>: 

PROPIEDADES FISICAS. DE AGREGACION Y QUIMICAS .- Determinaciones de color, 
turbiedad, olor, acidez, alcalinidad, dureza, conductividad, salinidad, materia flotante, sólidos 
totales, temperatura, pruebas en lodos, gas digestor de lodo, sobresaturación de gas disuelto, 
determinación de metales (aluminio, antimonio, arsénico, bario, berilio, bismuto, cobre, plomo, 
etc.), determinación de constituyentes inorgánicos no metálicos (boro, bromuro, dióxido de 
carbono, cianuro, cloro, cloruros, nitrógeno, oxigeno disuelto, etc.), determinación de 
componentes orgánicos (demanda química de oxigeno, carbono orgánico total, halógeno 
orgánico disuelto, aceites y grasas, fenoles, surfactantes, ácidos orgánicos 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 acuáticos 
(mutagenicidad, prueba de toxicidad en filoplancton, procedimientos de prueba de toxicidad 
para peces, etc.), examen microbiológico de las aguas (recuento heterótrofo en placa, 
recuento microbiano total directo, técnica de fermentación en tubo múltiple para miembros del 
grupo coliforme, identificación de bacterias del hierro y del azufre, detección de bacterias 
patógenas, detección de hongos, etc.), análisis biológicos de aguas (determinación de 
plancton, identificación de organismos acuáticos), demanda bioquímica de oxigeno. 

9 



'';. :/1~. :·.-~''.":': · 
?;_1,:;-,.,·_·1·-,.::.>. 

-. ( .. =·<·-.:- ~~ .... ' 

La demanda bioqulmica de oxigeno es un parámetro significativo pára': detérmln~r" la',, 
contaminación del agua debida a la presencia-de-materia orgánica y pór lo tan!O;-:-reHeja',~,la-­
calidad del agua, ya que proporciona la cantidad de materia orgánica susceptible a la é>xidadón; 
llevada a cabo por una población microbiana, a través de la medición del consumo de oxigeno 
requerido por dicha población microbiana. 

Por lo tanto, la cantidad de oxigeno disuelto es un importante indicador de la calidad del 
agua, ya que su presencia resulta Indispensable ¡Jara que se lleve a cabo la descomposición 
aerobia de la materia orgánica presente en el agua. ¡s¡ 

3.3 GASES DISUELTOS EN EL AGUA. 

Además de las sales y los compuestos orgánicos, hay pequeñas cantidades de gases 
disueltos en el agua que pueden ejercer innuencia en el desarrollo de los microorganismos. Estos 
son principalmente oxigeno, dióxido de carbono, nitrógeno y en determinadas ocasiones la 
presencia de ácido sulfhldrico e hidrocarburos, asl como hidrógeno molecular y monóxido de 
carbono. Su solubilidad disminuye al subir la temperatura. 

16
> 

Todos los gases disueltos pueden formarse en el agua, o en el- sedimento por procesos 
bioqulmicos: 16> - _, '_ 

Oxígeno .- Resulta de la asimilación de las plantas verdes. 
Monóxido de carbono.- Se origina en la respiración. 
Acído sulfhldrico.- Deriva de la desulfuración. 
Nitrógeno.- Procede de la desnitrificación. 
Hidrocarburos.- Provienen de las fermentaciones. 

3.4 OXIGENO DISUELTO EN EL AGUA. 

La concentración del oxigeno disuelto puede ser expresada en miligramos por litro (mg/L), 
en partes por millón (ppm), o como porcentaje de saturación. '. ·, ' ' 

La cantidad de oxigeno disuelto varía con la agitación o· tÜrtiulenci;:·:~in iaprbfundidad de 
la corriente (el agua de la superficie será más oxigenada) y la altitud, ya qUe se cori~idera que la 
solubilidad es directamente proporcional a la presión. En la ciudad _de México, a úna altitud de 
2200m y a una temperatura media de 20 º C, la concentración de saturación del oxigeno disuelto 
en el agua es aproximadamente de 7 mg /L. <7

> _-· " - ··', · 
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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 oxidación energética de la carboxihemoglobina y se produce como desecho en 
la fotosíntesis. 

El oxigeno disuelto en los sistemas acuáticos proviene de la atmósfera (fuente física). ya 
que las aguas naturales y en particular fas superficiales están en contacto con el aire atmosférico: 
y de la fotoslntesis (fuente biológica) <•l. 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 acuáticos. 

Los factóres que influyen en la solubilidad del oxigeno en el agua son:<1> 

Temperatura. 
Presión. 
Coeficiente de solubilidad. 
Salinidad del agua. 

En !Ódo'C:aso. la .solubilidad del oxigeno en el agua, sigue las leyes de Henry y Dallen "La 
solubilidad· de un .gas en un lfquido es directamente proporcional a la presión parcial e 
inversamente proporcional a la temperatura". 

'º 100 

:~ 
·;, 
'º 
~ 
\~ 60 

. ~ 
-~ 
l!l 

" 'º 
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a) En la gráfica. No.1, es posible' obs~iva/que . la distribución del oxigeno en el agua está 
afectada por la turbulencia o,a!Jitació11 violenta. <5 > 
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Gráfica No.2 

EFECTO DE LA SUPERFICIE DE CONTACTO SOBRE LA 
SOLUBILIDAD DEL OXIGENO 
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b) En la gráfica No.2 se presenta la Influencia de la superficie puesta en contacto con el oxigeno. 

c) 

Se muestra el oxigeno absorbido en relación con el tiempo de .contacto y ·el oxigeno absorbido 
en el mismo tiempo, pero con una superficie de contacto siete veces menor. <51 

GRAFICA No.3 

INFLUENCIA DE LAS SALES DISUELTAS EN LA SOLUBILIDAD 
DEL OXIGENO 

• 
• • 

• • 
• • 

• 

GRADO DE MINERALIZACION 

• 
• 

•AGUAOESTll.JDA 

•JrGUAHNERM.IZ>iDA 

En la gráfica· No.3 se presenta la influenciade las sales disueltas en la disolución del oxigeno. 
Se observa que ef agua destilada absorbe más oxigeno que el agua mineralizada. <5> 
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3.6 IMPORTANCIA DEL OXIGENO EN LA CALIDAD DEL AGUA. 

Todas las aguas naturales poseen cierta capacidad de autopurlficación por procesos 
biológicos, en el caso de aguas contaminadas este proceso de autopurificación depende del 
origen y la cai:itidad de materia contaminante. Los factores más importantes que afectan este 
proceso son el tiempo de aireación, condiciones de temperatura, velocidad de flujo u oleaje, luz 
solar, caracterlsticas qulmicas y f!sicas del cuerpo de agua. 171 

En el proceso de autopurificación Jos microorganismos utilizan como alimento Ja materia 
orgánica presente en el agua, estos microorganismos forman un microecosistema constituido por 
bacterias, hongos y algas; es decir, ejercen una acción depuradora mediante su actividad 
metabólica. Estos microorganismos se encuentran presentes o son aportados por los vertidos de 
contaminantes. En este proceso de autopurificación, Jos microorganismos descomponen la 
materia orgánica en compuestos simples como lo son el dióxido de carbono o el metano; si no 
existieran los microorganismos, la materia orgánica se acumularla y aumentarla Ja contaminación. 

(3) 
Existen dos tipos de descomi:iósición en función de Jos microorganismos que intervienen. 

Descomposición Aerobia. Esencialmente se lleva a cabo por fenómenos de oxido-reducción 
con el consumo o liberación de oxigeno disponible en el aire o el agua, actuando Jos 
microorganismos aerobios, cuyo elemento energético es el oxigeno disponible. 

'•.:;· "··;;.·g{;>· 
DescorrípC>siclóri)\naerobla. Consiste en una serie de procesos que se desarrollan en un 
medio", que,, carece; de oxigeno molecular. Los microorganismos responsables de esta 
descomposición son anaerobios estrictos o facultativos. 

_ En general, los procesos aerobios son bioqulmicamente más eficientes y rápidos, que los 
anaerobios/ generando productos secundarios que son quimicamente más simples y están 
altamente _oxidados; como el dióxido dé carbono y el agua. 

Al ser utilizada la materia orgánica por los microorganismos en los procesos aerobios, se 
consume el oxigeno disuelto en el agua, si la cantidad de oxigeno no es suficiente, sólo podrán 
continuar Jos procesos anaerobios que producen una purificación más lenta además de generar 
subproductos incovenientes. Por Jo tanto, la cantidad de oxigeno disuelto en el agua es un factor 
limitante en el proceso de autopurificación. 

13 



Una corriente anaerobia de agua representa un peligro para la salud, ya que ciertas 
-- · -bacterias anaerobias son peligrosas, además de que se generan compuestos tóxicos; por ejemplo, 

cuando en el agua existen sulfatos disueltos, las bacterias anaerobias reductoras de sulfatos 
producirán el sulfuro de hidrógeno que es venenoso, corrosivo y de olor desagradable. Otros 
productos de procesos anaerobios son los ácidos orgánicos que pueden ser tóxicos e inhibidores 
para ciertos organismos vivos. <

7
l 

3.7 RESPIRACION BACTERIANA. 

La respiración bacteriana se refiere a toda la energla producida por las reacciones que 
ocurren dentro de la célula, estas reacciones consisten en la oxidación de sustancias qulmicas 
presentes en el medio en el cual la bacteria se desarrolla. La respiración tiene dos funciones 
principales e inseparables: 191 

· 

Suministrar la energla necesaria para la vida y ci~~~iroÍlb d~ I~ bacteria. 

. '. ·_ •. ·: ·'.' ,''·: 
Transformar una p~rciÓn considerable de los ~ompue'stos oxÍdados a sustancias que puedan 
ser asimiladas y slntetizadas_d_entro de nuevo material celular. 

~ :.~ . : ... _'..' :~ 
"~·i':,_ .. · . 

. •;~-i,_·:·_.·. 

Cuando Uha ::5J5i~rici~ es oxidada, otra deberá ser simultáneamente reducida. La 
sustancia oxidada: pierde 'electrones los cuales son adquiridos por la sustancia reducida. 

Esta transferencia de electrones se observa fácilmente en las reacciones de oxido­
reducción de iones inorgánicos. Ejemplo: 

Fe 3
• + Cu• Cu 2• + Fe 2 • 

Donde el Fe.ª·. claramente a~epia un electró-n del ·cu •., · reduciéndose a Fe 2
• 

., .:·~-:~;, -~'~;~.::/\>· ,.:·,_~ '· , :-.. . . 
Cuando _los compuest~~ _ orgániccis son o~i-dados, como. sucede en la mayorla de las 

reacciones de respiración bacterian_a, los átomos de hidrógeno son transferidos como electrones. 

14 



Una corriente anaerobia de agua representa un peligro para la salud, ya que ciertas 
bacterias anaerobias son peligrosas, además de que se generan compuestos tóxicos; por' ejemplo, -
cuando en el agua existen sulfatos disueltos, las bacterias anaerobias reductoras de sulfatos 
producirán el sulfuro de hidrógeno que es venenoso, corrosivo y de olor desagradable. Otros 
productos de procesos anaerobios son los ácidos orgánicos que pueden ser tóxicos e inhibidores 
para ciertos organismos vivos. <

7
> 

3.7 RESPIRACION BACTERIANA. 

La respiración bacteriana se refiere a toda la energía producida por las r~acciones que 
ocurren dentro de la célula, estas reacciones consisten en la oxidación de sustancias químicas 
presentes en el medio en el cual la bacteria se desarrolla. La respiración tiene dos funciones 
principales e inseparables: <•> 

Suministrar la energía necesaria para la vida y desarrollo de ía bacteria. 

Transformar una porción consíderabíe--de ltJs c6-~puestos oxidados a sustancias que puedan 
ser asimiladas y sintetizadas dentro de-_ nuevo material celular. 

:, ... ,... . T·~:/_' 
.:..-.·.'-

---Cuando! un~ \~J~ia~6r~ u-s~-~~¡~-~~a,_ otra deberá ser simultáneamente reducida. La 
sustancia oxidada pierde'.eleét~?hés)os_,ciJales son adquiridos por la sustancia reducida . 

. :>:·': --··. ~~- :· :, ~, 

'·','.">"~-:.:.:~.<>>·y: .~·-··-· '·-,-

Esta transferen'i;¡~- d~:_ e1~ctrones 
reducción de iones inorgánicos: Ejemplo: • 

se observa fácilmente en las reacciones de oxido-

Fe 
3

"- + Cu --~ C 
2+ u- + 

- - - - - - -- ., -< .-..... - - --· 

3+. - , : .. '. · .. ·.·,,, ... ·, .. _ ·,.:_ ,.' •· 

Donde el Fe claramente-acepta un elect~ón d_el Cu __ • 

Fe 2
• 

: . 2+ 
reduciéndose a Fe 

Cuando los compuestos orgánicos son :oxidados, como sucede en la mayoria de las 
reacciones de respirai::ión bacteriana_; losátomo_s de hidrógeno son transferidos como electrones. 

14 



La may~rla de las reac~iones biológicas deben ser simplemente consideradas en términos 
de transferencia de hidrógeno. :::>- · 

< > A + 

._. .... ._·_ .- : -. - -

Donde AH~ es la sústancia que se va a oxidar o_ bien la donadora de hidrógeno, mientras 
que B es el agente oxidante· o bién el acéptor de hidrógeno. Las rea_cclones de oxldo~reducclón de 
la respiración no proceden espontáneamente,. ya que· reqúierén de la presencia de enzimas 
especificas._ · · · ... · ;. -.-'<::. · · · _, ··~·- ,, _· ·_,--: - · 

,•; / \J e . }:; ;::,,~.~:·:~/<"; ;,; •>:;··· 

Las oxidaciones blológlcas'sCÍn. ÚsLiaÍmente. clasificadas\en--'A'eroblas o Anaerobias. Si el 
aceptor de_ hidrógenéis'es el oxigeno irio_lecúiar; se 'dice"qú'e'. la' oxidación· es aerobia. Si el aceptor 
de hidrógenos es ótra ~ sustáncla: qúe '. iio sea. oxigéno;· la. re·acCión· es ariaerobia. Por lo tanto, la 

. presencia o ausencia del oxigeno es de importancia critica_ en el metabolismo de la bacteria . 
. /'? ··: u:'::;:- ' -;::.·, - , ___ ,;'.·:' .. ,,.,.,. 

_i·-. -.-:. ~ - . . • ' - ··::.;::-.;; 

1/2 62. .!. ; ~;:· 
A + 

·" 
, En. generali l_a. oxidación_ biológica sé r_eallza .. en la célula mediante reacciones catalizadas 

por enzimas,_y· consiste en~esencia;_ en la ·combinación del oxigeno con los distintos materiales 
orgánicos.' produciéndose' energía:• Uná parte de esta energía· se transfroma en calor y la otra la 
utiliza la célula para su réspÍraclón. (lO) - - . 

' .' ,. - ',·<·· · . .'' 

_ _ ,En este.'proces~. el hidrógeno se oxida a agua (H20) y el carbon'o se reduce a dióxido de 
carbono (C02).:-

3.8 MECANISMO DE OXIDACION BIOLOGICA. 

Las bacterias no obtienen energia de la sustancia oxidada en un soto paso, sino de la 
suma de.consecutivas reacciones de oxido-reducción, cada una de ellas catalizadas por enzimas 
especificas. Considérese la ecuación general de oxidación aerobia, como se describe para la 
mayorla de las bacterias : <

10
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'.··. 

Cada enzim~ ¿i<_lst.:i~~n tilll~o:s estado~; el oxidado y el reducido. 

-... ;':·;·.;~: --." \'.:.;·: 
La ~nzima que< oxida la fuente de energía no puede transferir directamente el hidrógeno y 
electrones del <sustrato al oxígeno, mientras que la enzima que reacciona finalmente con el 
oxígeno no puede oxidar al sustrato. 

3.9 METABOLISMO OXIDATIVO 

El metabolismo de los hidratos de carbono puede llevarse a cabo por varias vías 
metabólicas, lo cual Implica la transferencia de los electrones hidrógeno, a compuestos de mayor 
potencial redox, liberando energía (ATP) al finalizar el metabolismo. Todos aquellos carbohidratos 
de 4,5 y 6 átomos de carbono. son inicialmente degradados a ácido pirúvico. 

La glucosa constituye la principal fuente de carbono para las bacterias y puede ser 
degradada por tres vías metabólicas: <

11
> 

la via de Entner-Douderoff (ED) 

la via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) 

la via Warburg-Dié:kens (Hexosamonofosfato o HMP). 
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·-.-·.··~~· ., .. .!-- -.· .. ~· ,~·. - •. :·':·e-,:·~~: 
-<:; ·:·.·.~-:~~.:·',,'~ :>;-, .. ·: ·- ' :. ·. ' ';·~{<\· •' .. · .:,-·,.,,·.;.".::: -~-"/ .>.>"· .,;_,-. ·':'.·' ,._.._..:!: 

La. córwersión de· glucosa a· ácido plrúvico se.Ueva a· cabo; por las tre~ ,vras';· .las bacterias 
utilizarán. cualquiera •de''ellas;' dependiendo' de· suci:onstitución•·enzimátlca··:ycde'' la·' presencia, o 

.ausencia de'oxfg~'~()-(• ' ;· .: , , :;; •¡·/.;c;. ·· · < . . · 
,~-: '• -~-~t~>'• ~)~•¡• ::\\/ :-~¡;• <--- • • • ~. • ,/·:·(,'.,,? ;·, '' :· .. ,•e, ,·,;, ~·;• 

. L~ E~P.:J~~r~~~~:;~· ~1'ú~;;~~ en ausencia· de oxi~enJJ'p~; ;~~~·eJ~aníblén ~~ ~·LoriiínacÍa 
vfa glucolftica" o anaerobia;' la cual es ocupada por las bacterias' anaerobias y aerobias facultativas. 

-.~ ·:, ---~~--;-- .,, - - -- . ---·,--~,,;~-~--_,_,·-~~~-;-·-~I:r:"-~:-~)5,,_~:_::=,~_:~'.~;·:_ -'.-~;~.~,~ .. " -- - -

La'~ra' H~~~j;e~;:iL primera etapas de degradación d,e f a(~1~i~;rt~L s~]1ianté a la vla 
ED. Es llevada· a éabo.'por aquellas bacterias que son Incapaces de utilizar: el ciclo de Krebs y de 
transferir el rori hidrógeno al oxigeno, y por lo tanto degradan la'glúco.sá'.fórmarido ácido pirúvico. 

;/,··'-" ,:_;-~¡;'' ~-<.'. ~':: ·._-··.'~:_(>. 

'-.. '~- :--.. ' • • '; - :_:.~'.:-~::·. ·,· > 

La vfa ;~D t~mbién conocida como la vra aerobia, requiere de' ¡¡{~reseincia del oxigeno 
para llevar· a cabo la glucólisis, en donde la glucosa es oxidada a 6-foSfogluconato y 2-ceto-3-
desoxi-6-fosfogluconato, antes de formar el ácido pirúvico: algunas bacterias forman directamente 
estos compuestos sin que haya una fosforilaclón inicial. 

vrA EMBDEN-MEYERHOF-PARNAS (EMP) 

GLUCOSA 

ACIDO LACTICO ACJDOS MIXTOS 

17 
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VIA ENTNER-DOUDEROFF (ED) 

[ GLUCOSA 

GLUCOSA 6-FOSFATO 

GLUCONA·LACfONA-fi.FOSFATO 

6- FOSFOOLUCONATO 

2.Cl:'TO·l·Dl!SOXl-6·FDSFOOLUCONATO 

ACIDO PIRUVICO 

CICLO DE KREDS 

u 

VIA HEXOSA MONOFOSFATO(HMP) 

GLUCOSA 

GLUCOSA 6-FOSFATO 

GLUCONA·LACTONA·6·f-'OSFATO 

6-FOSFOOLUCONATO 

RIUULOSA-~·FOSFATO 

GLICERALDEHIDO l·fOSFATO 
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-.. -. -.-'.:' .-.--.:·'_ .. -.. _.,-'.. ·. ·. - •:.· --, _ _. _:··.··. - . "-.·_ .. _-.--__ ' .. 
La descomposición de ~arbohidráiéis' llév~da ~ cabo pór ·l~s baéterÍás én presencia de. 

oxígeno, es un proce:so.que/in~e ~.ayór,.erie'rW('P~rejemplo la transformación de'la glucosa 
puede representarse por la siguiente i;icuación: '. > :: :i · .. .·. 

- '-_,:, 

Todas las pr~terri~s ¿~nÍienen nit~Ógeno, carbono, hidrógeno, oxígeno y algunas azufre, 
por ro que la descomposición aerobia puede ser representada por la siguiente ecuación no 
equilibrada, en la que la protelna esta representada por la fórm111a CxHyOzN S: 

C xH. y0 zN S + O 2 =:>- CO 2 + H 20 + NH / +:·so 4 
2

• + 5090cal/g de protelna. 

Estas reacciones son típicas de la primera etapá' de acción bacteriana en la 
desoxigenación de las aguas contaminadas. 

3.10 TIPOS DE CONTAMINANTES 

La materia orgamca, inorgan1ca y muchos microorganismos son degradados por los 
procesos naturales de autopurificación, en donde sus concentraciones se reducen con el tiempo. 
Este proceso dependerá de la naturaleza del contaminante y de otros factores ambientales. La 
materia inorgánica no es afectada la mayorla de las veces, por ello sólo se reduce su 
concentración por dilución. 

Las sustancias orgánicas suspendidas y disueltas en el agua tienen importancia, ya que 
sirven de nutrientes a los microorganismos carbono-heterótrofos. De su concentración y 
composición dependen en gran parte el volumen y la combinación específica de las poblaciones 
de bacterias y hongos de las aguas. Aquellas aguas que no se encuentran contaminadas, 
contienen concentraciones bajas de material orgánico. De las materias orgánicas disueltas se ha 
encontrado la siguiente proporción: <

5
> 

Hidratos de carbono ............ 83.7 % 
Protelnas ............................ 15.6 % 
Lipidos ............................... 0.7 % 
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La pr6porción-d~ sust~nci.as:orgánicas es ~n factor limltante en muchas aguas para el 
desarrollo de bacterias y hongos saprófitos; Por consiguiente, la microflora presente en el agua 
reacciona con gran rapidez a -los cambios que experimenta la composición de las sustancias 
orgánicas. · · · 

Las carélcterlsticas generales ·_de los contaminantes son:<3l 
:· .. ,>.'· _.·¡':"-

-.. :·:-·<.":.• 'A .. ',,. . :·<'" ' :;,~··· .. 
Compuestos ÍÓxlcos:~ provocan la:redt.Ícción o Inhibición de la vida en el agua, por lo general 
provienen de descargas: Industriales. \Se pueden incluir metales pesados, pesticidas y 

herbicidas; · :~ :.: : ·,~; ; ' > · 
¡. ~ ~ . \ ·: :, /C~·: . 

Materiales que afectan el ti~í~~ce _del oxigeno en el agua:_ 
:·:~,'::;? ;:-::.'.,~:;:;~} .:) ":~·~ . . , ' 

• Sustanciasqu~ ··consumen:'oxlgeno: pueden .ser llÍaterial~s orgánicos, los cúales 
son biáqulmlcamente oxidados o agentes inorgánicos reducidos. : 

-,-

• Aceit~s { grasas q~~ forman una . ca~a. pr(;t~étora e~ la superficie del agua, 
formando una interfase entre el aire.atmosféíico y el agua, reduciendo asl la ruta 
de transferencia del oxigeno. 

• Contaminantes térmicos, ya que la saturación del oxigeno disuelto se reduce con 
el aumento de temperatura. 

Sustancias Inertes suspendidas o sólidos disueltos, que en grandes concentraciones pueden 
causar problemas. 

3.11 DETERMINACION DE MATERIAS ORGANICAS. 

Un sistema acuático equilibrado presenta una relación de tipo estequiométrico en las 
reacciones de slntesis y metabolización de materia orgánica. A continuación se muestra este 
equilibrio mediante la ecuación química no balanceada. 

CO 2 + H 20 <===:> (CH 20) n + 1/2 O 2 
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. ' '<\-:-·:::'. .. ··\:':'..... . . . 

De manera que no acumula exceso de materia orgá~ica:'nf_~~;oj~·¡~~lge~oa la atmósfera, 
ni presenta anoxia ni lodos negros en el fondo. los écosistemas . ácuáticos cargados con 
demasiada materia orgánica, no presentan el · equilibrio·-merici6ríadci anteriormente y se 
caracterizan por poseer un déficit de oxigeno y un acúmulo de·. materia orgánica en diversos 
grados de metabolización. Estas caracterlsticas •los - 'ccinvié-rtén': en sistemas ' inestables, 
considerados como poco útiles para usos humanos como lo sonpara uso como aguas potables, 
de pesca, de recreación e incluso industriales. <5 J - _ -__ 

El problema se centra pues, en el acúmulo de materia orgánica y en cómo eliminarla para 
restaurar las caracteristlcas adecuadas al uso humano del agua contaminada. Por 'ello, .. deben 
desarrollarse técnicas que determinen el contenido de materia orgánica de un agua sin fratar y su 
disminución una vez tratada, o bien eliminar la fuente de contaminación. Esto. no· es" sencillo, 
porque debido a que la materia orgánica no es un conjunto de sustancias fácilmente clasificables y 
de caracterlsticas homogéneas, determinables con reproducibilidad por uno o más análisi¡;;. :): .. ;_)- -

:·_·.,' 
.·;··. 

Asl pues, no existe un único análisis que nos ofrezca el resultado de peso de materia 
orgánica por volumen de agua, sino varios análisis que, a pesar de haber sido estandarizados, son 
poco reproducibles y miden algunos tipos de materia orgánica en forma indirecta. Otros análisis 
con mejor reproducibilidad, pero que la miden de forma todavla más indirecta, requieren para su 
interpretación de considerable conocimiento del funcionamiento de los ecosistemas acuáticos· <•l 

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

Los análisis para determinar materia orgánica pueden ser clasificadas en dos tipos: <13
1 

1. Análisis relacionados con el grado de oxidabilidad de la materia orgánica. 

1.1 Demanda inmediatacle oxlgeno(DIO)y clema~da autooxidabl.e de oxigeno (DAO); 

1.2 · D~man~a bÍ~q~;~;6~ d~;~xlg~~i;- {-8~6) ;·:~~~~n·~·~ii~:ur~i~~; de oxigeno a los s 
dlas (DBOS).- , • \ ,,"-' .. ,_ ,'" .,.,._ ,,,._.-

Demand~ qulmica de oxik~~bco6o¡. 
Carbono orgánico t~t~I ~co:i). -
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2. Análisis relaí::ionados con"el efeCÍÓ de un -deséquilibrio por acúmulo de materia orgánica en 
-- ·• e1 sistema acúátic?\';~ .... ~'j"~.,:~c-''"'·-:,""~&~3L-. 

2. 1 • ~~nc;~I;;.d!¿~ ~~~?~1~¡,{~'~ii~~f t~(OD). 
2.2 Pote~hi~(~~dox cE:li¡ ;;'.'.(~/ . Y' 

,;:: ···,:.~·"': .. ·;~," ;-- ;· "í}>.' ,:,·,,; ~~·-J ,. ·>'···:,·: 
2.3 FÚnCión 'cié ééiíii::erífriiclón,de hidrogenlones (pH). 

2.4 Azur;~, í~~ZciS~-(~;-}H~·¡: · 

2 

2.5 rvieta~a ccli.> 

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 biológicos. 

La DIO es el consumo de oxigeno de un agua durante un periodo de reacción de 15 
minutos, tras diluir la muestra - en caso de ser necesario- con agua destilada aireada. Este 
análisis determina los compuestos inorgánicos oxidables con velocidad de reacción elevada, tipo 
sulfuros, sulfitos y sales ferrosas. -

La DAO se obtiene de la misma forma que la DBO, pero añadiendo una sustancia 
microbicida apropiada (tipo HgCI 2 , 40 mg I L) en muestras que se van a Incubar, de manera que 
al final sólo se habrán revelado los consumos lentos de oxigeno de orden quimico. 

. . ~· ·. 

1.2 DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO (DBO): (sección 3.13). 

~~:><· ··~;_,,._ . -
" ·~··-'.' 

1.3 DEMANDA QUIMICA DE OXIGENÓ
0

(DQO) 

El requerimiento de la demanda qui mica -de oxigeno se utiliza como una medida del 
equivalente de oxigeno contenido en la materia orgánica de una muestra susceptible a Ja 
oxidación por un oxidante qulmico fuerte. Está en función de las caracterlsticas de los materiales 
presentes, de sus proporciones y de las posibilidades de oxidación. El resultado se expresa en 
mg/L de oxigeno cedido por el oxidante/L de muestra. Ya que el grado de oxidación de la materia 
orgánica dependerá del reactivo oxidante y de las condiciones de trabajo adoptadas. 
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1.4 CARBONO ORGANICO TOTAL (COT). 

El carbono orgánico total es la cantidad de carbono de materia orgánica contenida en la 
muestra. Se basa en la oxidación completa de la muestra y la subsecuente .determinación de la 
cantidad de dióxido de carbono producido. Entre los compuestos orgánicos, mide los fijos y 
volátiles, tanto naturales como sintéticos; según se filtre o no el agua (0.45 m de diámetro de 
poro) se obtiene el carbono disuelto o total. Esta medida permite estimar la demanda de oxígeno 
debida a los vertidos y establecer una correlación con la 080 y la DQO. 

2.1 CONCENTRACION DE OXIGENO DISUELTO (OD). 

La concentración de oxigeno disuelto (OD) de un agua se ve rápidamente afectada por el 
acúmulo excesivo de materia orgánica, sobre todo cuando la turbulencia (agitación) del agua no 
es suficiente como para reponer desde la atmósfera u otra fuente, el oxigeno disuelto que se gasta 
en la metabolización de la materia orgánica del agua. El oxigeno disuelto se mide con el análisls 
de Winkler o con el electrodo de oxigeno. 

2.2 POTENCIAL REDOX. 

El potencial redox (Eh) es una medida del estado de oxidorreducción de los materiales 
disueltos en una muestra de agua, es decir, es una medida de la ganancia en electrones - o en 
hidrógenos, o la pérdida de oxigeno- (reducción) o viceversa (oxidación) de los materiales del 
agua. Se mide con un potenciómetro que cuente con escala de voltaje y un electrodo de referencia 
de platino, además del de hidrógeno. 

Según Margalef, los valores teóricosUmite en el agua entre los que puede oscilar el Eh 
son aproximadamente de + 800 a - 400 mV. 

El potencial redox varla,erÍ función del 'pi; (disminuye 58-59 mV por cada unidad de pH 
que aumenta). '· · 

En águas bien ~~i~~nad~~. el Eh se mántiene aproximadámente entre 400 y 600 mV, 
variando significativamente sólo. éuando varia el pH. 
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2.3 pH 

El pH puede presentar diferentes tipos de comportamiento según sea el medio qulmico 
que lo produce: a mayor acidez natural del agua (menor mineralización y por lo tanto, menor 
reserva alcalina) menos amortiguado estará el pH. Esta actividad biológica se da con gran 
cantidad de nutrientes y luz suficiente (fotoslntesis), o con un acúmulo de materia orgánica 
(respiración) 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 
carbónico-carbonatos: la fotoslntesis retira C02 y alcaliniza fuertemente el medio, y la respiración 
aporta C02 , por este motivo, una variación 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 acúmulo de materia orgánica. 

2.4 AZUFRE REDUCIDO. (S2" y HS"). 

La producción de ácido sulfhídrico en el agua, es uno de los indicadores más fácilmente 
detectables en forma directa por el ser humano, debido a su olor aún en concentraciones muy. 
bajas (0.025-0.25 g I L). El H 2S se produce directamente de la materia orgánica por la 
metabolizaclón de dos aminoácidos que contienen azufre, cistina y cistelna, y se acumula siempre 
que el Eh sea suficientemente bajo como para evitar su oxidación a sulfato. Por otro lado, aguas 
con elevado contenido en sulfatos naturales (procedentes, por ejemplo, de la disolución de yesos 
de la cuenca hidrológica) y mucha materia orgánica, producen adicionalmente H 25 por reducción 
de los sulfatos en Eh suficientemente bajo. 

La producción de H 2S continúa con la metanogénesis porque existen bacterias capaces 
de utilizar el metano producido y combinarlo con sulfatos procedentes de estratos más oxidados 
para crecer y dejar H2S como residuo. Asimismo las aguas termales pueden poseer 
concentraciones naturalmente elevadas de H 25 proveniente de origen geológico. 

2.5 METANO 

El metano (CH4 ) es un gas resultado de la actividad de las bacterias metanogénicas, 
cuando la materia orgánica se ha acumulado suficientemente para bajar el Eh a un mlnimo de -
250mV. La metanogénesis puede resultar un fenómeno deseable como producto de digestores 
que pretendan el uso posterior del gas como energético, e indeseable en lagunas de estabilización 
a cielo abierto y pantanos, en donde su elevado riesgo de explosión la hacen peligrosa. 
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3.13 DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO 

La demanda bioquímica de oxigeno (D80) es una medida del consumo de oxigeno 
requerido por una población microbiana, la cual lleva a cabo la oxidación de materia orgánica 
presente en el agua.<14> siendo un parámetro de contaminación, ya que indica la cantidad de 
materia orgánica susceptible a la descomposición y es un importante Indice de su concentración. 

El término demanda bioquímica de oxigeno se utiliza comúnmente con referencia a 
descarga de efluentes (desechos industriales o domésticos) y aguas contaminadas. Es de gran 
importancia el conocimiento de la 080, 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 purificación disminuyen abruptamente. Los 
productos de fermentación y la reducción de nitratos y sulfatos, conllevan a la presencia de olor 
nauseabundo, sabor y color en el agua, hasta llegar a ser anaerobia o séptica. <15 

La oxidación biológica de la materia orgánica presente en una muestra, puede tomar 
varias semanas, por lo tanto, para propósitos prácticos se utilizan periodos de incubación más 
cortos, en los que se lleve a cabo una proporción elevada de la descomposición total, además de 
cuidar el parámetro de la temperatura. 

La demanda bioquímica de oxigeno, frecuentemente utiliza el método de dilución y 
siembra, también llamado 0805-dlas, este método nos da una medida Indirecta de la cantidad de 
compuestos orgánicos biodegradables existentes en el agua. Expresa el oxigeno consumido por 
una dilución apropiada de la muestra del agua, durante 5 dlas de incubación a 20ºC (68ºF). 
Durante este periodo, las bacterias aerobias consumen el oxigeno disuelto en proporción a la 
cantidad de materia orgánica presente. 

La 0805 representa una medida de laboratorio no exacta, por lo que la extrapolación de 
tal valor a la 080 real de un cuerpo de agua es cuestionable; una misma carga orgánica puede 
dar valores muy diferentes, según sea la naturaleza de las sustancias implicadas y su diferente 
biodegradabilidad. Para muchos compuestos, la metabolización exige largos intervalos de tiempo 
y el consumo de oxigeno a los 5 dlas es bajo, aunque la demanda ulterior resulte elevada. 

Por añadidura, a pesar de la adopción de un procedimiento normalizado, dicha 
determinación proporciona resultados poco reproducibles, agravado por la presencia en ciertos 
efluentes de sustancias bactericidas o bacteriostáticas y por el posible cambio en las condiciones 
naturales que representa la dilución en agua destilada (aún enriquecida con nutrientes e inóculo) 
y el confinamiento en un recipiente cerrado, todo lo cual contribuye a falsear los resultados. Sin 
embargo la 0805 es un descriptor de contaminación ampliamente usado, especialmente para 
detectar la eficiencia en la eliminación de la materia orgánica de sistemas de tratamiento. <15> 
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Para asegurar que los resultados obtenidos son significativos, la muestra proveniente del 
efluente deberá ser convenientemente diluida con agua de dilución especialmente preparada, de 
modo que existan nutrientes y oxigeno disponibles ' durante el periodo de incubación. 
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 población microbiana. De tal forma que al final quede 
entre un 40 y 50% de oxigeno disuelto;. o bleri quede un minimo de oxigeno superior a 1 mg/L, 
hasta alcanzar un nivel estacionario donde ya no se' consume más oxigeno. (4 ) 

- ····>:·:-;:':·n.:,,· 

DILUCIONES RECOMENDADAS PARA DB05. 1111 

PROBABLE 0805 Factor de dilución Resultado redondeado a Generalmente aplicable 
mwL a 
3 a 6 entre 1 y 2 0.5 R 
4 a 12 2 0.5 R, E 
10 a 30 5 0.5 R,E 
20a 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 l,C 
1000 a 3000 500 50 1 
2000 a 6000 1000 100 1 

Donde: 

R = Agua de ria. 
E = Agua de alcantarillado. 
S = Agua de alcantarillado clarificada o agua de efluentes industriales débilmentecontaminada. 
C = Agua de alcantarillado bruta. . . . ..· ... 
1 = Agua de efluente industrial muy contaniiriada~ 

El agua de dilución se inocÚla, con el objeto de intrÓ.duci~ u~a población biológica capaz de 
oxidar la materia orgánlca./presente:'.'.'Cuando'c'la>múestra':tiene . una· gran población ·de 
microorganismos, no es necesario"efectu'.3r ?lcha· iríocul¡ación. e· · · · 
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El empleo de un inóculo inadecuado ocasiona el desarrollo de otros microorganismos que 
son los que oxidan la materia orgánica especlficamente. Puede suceder que dicho inóculo no sea 
lo suficientemente activo como para la oxidación de la materia orgánica carbonosa. El agua 
residual doméstica, 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 ria que haya estado recibiendo determinado desecho 
industrial, debido a que los microorganismos activos de la oxidación han tenido suficiente tiempo 
de adaptación a esas condiciones de vida también pueden utilizarse como inóculo. Por último 
puede utilizarse un inóculo comercial. Cuando no se disponga de ninguno de estos, utillcese el 
sobrenadante del agua residual doméstica después de dejarlo reposar a temperatura ambiente 
durante al menos 1 hora, pero no más de 36 horas. 17.1•> 

La demanda de oxigeno en aguas. de desagüe, aguas contaminadas y desechos 
industriales, se debe a .la oxidación de tres clases de sustancias: <19> 

Materia orgánica'. carbcinosa,:~qÜe es aprovechada como nutriente por los microorganismos 
aerobios. •·· . ' · ·, .. ··· 

. -::."~·.:; -::: :::-: "': 1; .. ~ '· 
. .:.,.,_. t>? ·;:, ('.'~_;,\:: 

Materiales rínr()~~~~~~~,~~ida'bies'que se deriven de nitritos, amoniaco y nitrógeno orgánico, 
que sirven ccimo nutriente~ de bacterias especificas como Nitrosomonas sp. y Nitrobacter sp 

':;;- '. ;'.·.·.:~;__-·:/~: ~ ;: '5·::}~' ,é::-:; 

: ·.,.,., -._,..,(~'-'.-.·L~.·.;·,;.L:.-.:·L:~( :~<.: . . ;¿:;,.·: .. ,. ,_ ;» 

En agÚas.de'é!;;~echcl!dorriésilcas sedimentadas, aguas contaminadas y para la mayoría 
de los fines: prácticos'del método; la :cantidad de la demanda bioquímica de oxigeno se debe al 
primer grupo de sustancias.::·::.'.' .... ' : ;:: 
' ·",~ ·':,·,.;;-~¡\.:_:;:::?~:'·:· 

·:'.·:'X·:::··: .• :-r .. · 
En aguás iríi'faciéÍ~ tiiolÓgicamenté, una cierta cantidad de la DBO se debe a la oxidación 

de los compuestos merício.iia·dcis en segundo término. . . . 
' • • • ' ••• >' '· •• , : ¡ ._,,.. ·C _.. • ''.'., ,.,.", 

''. ·,;;, -~-{ . .;'-: .'::.'-;·:,;:- ' 

-~·:_:e<..::· ., 

La oxidación deja~ sJst~~cia's efe' la clase 3, no se considera en la .demanda bioquímica 
de oxigeno,. ya' qÚe co'mo se:mencionó anteriormente este método sólo considera la degradación 
carbónica y, nitrogenada; <f.•·: • · · · ' 
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. :,_:, --~,·:·<~-!.: {~~,~-· ~:;';,/: ':-~ ... > 
. ' - .: ... ~:~; ,' =·.:.:.'~' ·,,.:,; '-- - :_!~.~~.~.'.·.,·.; y 

•. :-: ",,,< ·, :'.~··-~;~~~)(t:.":t -~ ,•<~: e~::;·}:::'. '• 
3.14 ETAPAS DE IA DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO. 

. ' , =- -~·:-0_--~~~~·i-~~~-;-1~\:.+-.;-'#~-~~:·-_:_:_-_. 

"" • \.::):~:;;' <{ > ''L i •::,~~~J\~~~~t-:'-· 

La transfor~~ciÓ~,bi~I¿~¡~~;'~~:¡~· ~ateria orgánica se realiz~ en dÓ~ etapas: e 7"
8> 

• ·';' ',. ~c.//•:'(·¡;-',-~·· ... ·.~.:.~.·.:.'.'_.:~.~-.~;.,·.·.,:·.·.'.·: ... \-.'.;.~t~:;.; :·.· .. > .. · ~~:;_ .. -
' ; ~"-~-- =-·,,::-.:~.;;·~- . - . - , 

.... "~··:.>.:~-~-- ,-.:}:}: '·']' 

1 •. Etapa: sé Óxidan'prliíéipalm~'nte los cómpuestos carbonadós (demanda carbonácea). 
'. :: > :~·· :_' :-~:<,:f :'-~~::;~-,-~--:~::,,.t~~~'.:,~'.:~:}.-->!- ·-:;:- .: .. - .·· -~: ~::" >>~_;:>~:'~ ;'.-~·;,·_ ,.¿,y-" . .'~/i:- : . .. '. . 

2•. Etapa: sé 6xici~~ Íb~·~¿~;~~sios nitrogenados (demanda ~i!Ío~~né:~ea); 
.. - ... ·~.:.-.-'.1.·:- ,, :.: . ••. · ... ·~· ¡~:-··-· ~ -~'-¡_ : : ' ·-
~ ~-::;;· --

En la gráfica No.4, s~ m~esÍra la curva típica de las etapas de la dema~da bioquímica de 
oxigeno. · , 

Gráfica No.4 

ETAPAS DE LADBO 

+ ETPP ANTRcx:;ENN:EA 

• • • • • 6 • 
:::¡ 5 • • • • • • • • Cñ • É-1 • • o • al • e J • • • • 

o 4 6 10 12 11 16 18 

DIAS 
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.···;· 
. :\. 
:\:.:~~.: ·.'}~'·· 

La primera comienza inmediatar+iente y termina aproximadafr1ente a los 20 dlas, a una 
temperatura de 20 .º e; La segund~ no comienza antes de los 1 o dlas:·- a 20 ° c. 

De la clase de sustancias presentes depende la ferina en que se ejerce la demanda. El 
punto final puede alcanzarse después de mucho tiempo, por -eso se ha aceptado como regla 
general el periodo de 5 días de incubación a 20 ° C. Aunqúe el proceso de oxidación es lento y no 
se cumple en el periodo de 5 días, la mayorla de los compuestos orgénicos sencillos como es el 
caso de la glucosa, son oxidados completamente en 5 días, pero las aguas provenientes de 
cloacas domésticas son oxidadas sólo en un 65 % y los compuestos orgénicos complejos pueden 
ser oxidados sólo en un 40 %, en este periodo. 

Sin embargo,. la demanda bioquímica de oxigeno se ve modificada: por el oxigeno 
requerido para la nitrificaclón, pero debido al lento crecimiento de bacterias. nitrificantes, este 
efecto no es Importante hasta después de 8 a 10 dlas: En el caso de aguas tratadas, el proceso 
de nitrificación puede aparecer en un periodo de 1 a 2 dlas, debido a la presencia de gran número 
de bacterias nitrificantes. · · · · · ' ·· ·. • 

; 
·:,:,J~1~/': '.>: -~ :'. 
: ''. </:~~· ':~~?<· .. 

La nitrificación puede ser inhibida en las mu;;~ira.sºpof:ia· adición de aliltiourea o una 
cantidad de 2-cloro-6-clorometilpiridina fijada con cloruro de ·sodio. De esta manera, sólo se mide 
la demanda de oxigeno carbonécea: < 7• m . · , , : .. : ·/·s_::> . · · · 

~~:. 
: '. · .. ~ ' . '.:: : .~/~~~-~-.~> ,' ·. 

Los resultados obtenidos pueden ~er i~tfu~'~dá'd~-~~tlr j¡)¡ presencia de sustancias tóxicas 
para los microorganismos, como lo son bacte.rlcidas;"'rrietales,tóxicos o cloro libre, que pueden 
inhibir la oxidación. La presencia de algas\o·:mlcrocírganlsmos nitrificantes pueden producir 
resultados erróneos. <HJ. _· ~· • ' >.·· _, · .;~--- ): · .-~~" .. :, · · · · 

:~·> l ~~·,·," -. '·'~.;,·;· ·.1, /t ,"< ·,,·, .: 
. --- ,- ' ~~: i'," 

Si realizaino¿n~ pr~~t5d:-~~6:uti;Í~~~~o:~~I¿ hidratos de 
siguientes reaccl?nes: .?;/ · " · ·- · ·· ·· '• 

< • • • :.', {'º:• ' ';•;/V >.:,~:~ '> " ', ,:'~ 

carbono, se verifican las 

Oxidación de hidratosd~ carbo~o: 

+ 02 C02 + 

Cuando estén presentes nitrógeno, fósforo y ·azufre en el material orgénico, se realizan las 
siguientes reacciones. <7> -
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Norgánico +,02 bacteria··'~.> .. ~03 · 
_'. ~---_; _-::;.~,~·- ·. 

P orgánico .• + o 2 bacteria .. · · '> PO 4 
3

-

''··' -,/, -

s orgánico •<: .. o 2 bacteria i ... · ¡ :> so~ 2-

El empleo deioxlge~~~-é.;:~1a:'b~r~'~~rók l:Í1o'16gíca está íntimamente relacionado con el 
mantenimiento y crecimiento de los' organismos:·~· 

-· :.-· ····~ __ ,-·-·'·-<::'~~-i-;.~}'·; :>~-·. 

Cúando·· ~I ~lé·~~nt~ nut;lti6~':J~9·á~i'b~ ;~6~1;riza a ·agotarse, el· ~icroórganismo. obtiene 
energla suplementaria fT!edh;fr1t~ r¡¡ mclgenac:lón di: sales de á_rnonio. · 

' 

.. :·_ .. --.- :·~,,:,-:;_\ " - ... , : ' ... '.'·. -~ --, ,,- .~; .. ~_:,": ,. ·:/ :.-y"·_:·· -

NH • • + 20 2 1 , ;·~/ 2~ ><: ~ ~~ '+, ~O 3- + 4350 Cal/g de Ion amonio. 
·--., :·'.>:' ',~ ._.:,::/~ 

·--;._,- e~···;' ;-,~:;::: 

A este proc~so ~·e·1~-a~~~,¡;i~a ~rt;ificaclón.· 
" .,,. -. ' ,, __ -,,, , .. / ¡~ :J~~}> \'º:.;;\. ;,-- . 

·< .Y·__ _~'.u,· :> ·. 
En gerie~a1>.Dl1~·~ie\_;ada'D13o'refleja altas concentraciones de sustancias que pueden ser 

biológicamente degradadás;'pÓ(IÓ tanto.el éonsumo de oxigeno se eleva, dando como resultado 
bajas cantidades del riíism·o; i eri 'el água: '·. -; · :- -,. · · ;·: :·?~~~:~\~~-~-·:r .. :- :·~.,: .. ~';:f{~ ':-' .. _-_-..:-.- -

"~~~: ~ _;/;;, -~~ { /i' 

3.15 REQUISITOS Ó(LAPRUEBA;:' · 
-:~,. -.\_;,,; ;~·.;: :: ' .:-.:< 

Las solu~i6ries ~o~.;tidás_ al e·ri~ayo, deben satisfacer la siguiente condición. <20-' 71 

Donde: 

C1: Concentración de oxlg~nodisueltci: e~p;~sada en ~iligramos .por litro, de cada una 
de .las solúciones de ensayo'en el tiempo cero.' '' ' 

C2: Concentración de oxigeno disuelto, expresada a'n , miligramos por litro, de estas 
mismas soluciones después de 5 días. · 
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3. 16 CALCULOS 

La demanda bioqulmica de oxigeno después de 5 dlas (0805), expresada en miligramos 
de oxigeno por litro, se calcula por la fórmula. , 

(( (
Vt -Ve) )'~ Vt DBOs= C1-C2)----¡¡¡- (CJ-C•)ve 

Donde: 

" ' 

C1: Concentración de oxigeno dis·u~itb'; e~presada en miligramos por litro, de cada una 
de las soluciones de ensayo en el tiempo cero.. , 

C2: ConcentracÍón ·de o~lg~Jb' ~i~ueL: expresada en miligramos por litro, de estas 
mismas solucl~n~s;d;'.s~~.és de S_d~a·s·~'~· , , · · 

_.::t{;, .... ,, - ·1.·; ,:.-. 

-·~Si, "' ~~~ ,_~.,·.:- ·¿ .. :::·~f;: 
C3: Concentración ~da::'Qx1ci~~~:;dlsue1to/ mlligranms por litro, de la 

so1ución .. b1~~·~º-~.ti~~P,º}T~:r~.:r·:······;···; .•.•. ·.· X. "; ,·:: . 
--~~;;>·.< ... -,,_.,., .. ·: :·.;-_r.".,,::-·> c-:-·1 -.. "'"'. ~-~-.;,_ >'".·~.-- ·· .. ·''.,:..<··:, 

C4: ConcentraciÓn .de' oxigeno .disÚelto,. expresad~ ~n 'Íi1iÜgÍámos por litro, de la 

· soluciónbi~~f~:~'~,spués de ~.~l~~}Y·'.>.:.: '_" ; :;, ,: .;. , '.;',;• ·· 

v.: Volumendela;m~es;r~: [i:~~~itr~i.uu;iij~. ~~;~~~·j;~~ara~i~n'de la solución de 
ensayo:~ ,, ··, ,· ' •< :'';';''.\'.:¡::)· ; <;<· · · <" ··, · 

'•,-,':-, - .:<·:,·,' .. _:;.,>> _-:,;-:·· 

V1: .Volumen total, en milhitr0:s, de I~ solucÍón de ensayo. , 
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3.17 OXIMETRO. 

. . 

El modélo YSrDBO ~s utili~ado para medir el oxigeno disuelto presente en' todo tipo de 
botellas· de incubación ••. com.únmente utilizadas para determinar la demanda bioqulmica de 
oxlgená._ · 

.· ,'··· ,-,-
OPERACIONES PRINCIPALES. 

. El modelo 5905 DBO es un sensor voltamétrico de oxigeno disuelto. Una ,membrana 
permeable al oxigeno cubre una celda electrolítica, que consta de un cátodo y un ánodo. Esta 
membrana actúa como una barrera de difusión y una barrera de aislamiento que impide que la 
superficie del cátodo entre en contacto con cualquier partfcufa extraña del medio ambiente. · 

El cátodo es un electrodo de oro y el ánodo es un electrodo de plata, lo cual completa la 
celda electrolítica y actúa como un electrodo de referencia. 

Al colocar la membrana a través de fa celda, el oxígeno es reducido a un potencial 
aplicado de -0.8 V referidos al electrodo de plata. La reducción de corriente al cátodo es 
.directamente proporcional a ta presión parcial del oxígeno en el líquido. (Expresada como % de 
saturación de aire), la cual es proporcional también a fa concentración de oxigeno disuelto (mg I 
L) a una temperatura determinada. <21 > 

De esta manera, la misma presión parcial de oxigeno (% de saturación de aire) en 
líquidos, dará diferentes concentraciones de oxigeno disuelto (mg I L) a diferentes temperaturas, 
debido a las diferentes solubilidades de oxigeno a fas distintas temperaturas. El sulfuro de 
hidrógeno, los halógenos, el monóxido de carbono, el cloro, el óxido nltrico, pueden causar 
lecturas erróneas. Los ácidos concentrados, los cáusticos y los solventes fuertes, pueden dañar el 
equipo. 

3.18 VALIDACION.'22' 

La validación de sistemas, se puede definir como el proceso por el cual queda establecido, 
por estudios de laboratorio, que un sistema satisface lo.s requisitos para los que fue creado y que 

·se obtienen. resultados de manera· reproducible;- cumplierida· asr;cori lineamientos regulatorios, 
ayudando a asegurar y mejorar la calidad_ del sistema: La,validaci6n ríos permitirá conocer mejor el 
sistema estudiado, ya que éste se encuentra bajo control, siempre, y cuando los parámetros no 
sufran· un cambio significativo. · · · · ·· 
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Estos sistemas pueden ser: 

equipos. 
productos y/o materiales. 
métodos de análisis .. 
procedimientos. 
procesos. 
sistemas computacionales. 
otros · 

'' ' ' .- .· 

Para realizar la· validació.n del sistema: se deben considerar los siguientes parámetros: <22> 

Linealidad. 

Preci~\ón (evaluad~ co'nio repetibilidad). 

A continuación se define.n ·cada· úrio de .los parámetros,:0 

. }~~~.·' ::-~·;·.: ;.'~:.::::·,'. 
~-.; . - .. 

LINEALIDAD; l..a linealidad é!e'í.í~'sistema; es la capacidad que permite asegurar que los 
resultados analltié:os, que pueden ser Obtenidos directamente ·o. por medio de una transformación 
matemática bien definida, son próporcion'aies'; a la concentráción' de' la sustancia dentro de un 
intervalo determinado. ::• , • '· ·:,,;.: · ·; :'. · ,,.;_ · '\· ,., 

' ... ,. \'.,. -.-- "' >'.·"-<''. 
<<·\~~-: /•' .. ---~ :::.:: ,' ··.·· 

Se . determina··.· consÍ~~yend~ :íma curia'. de ,~a1Íb;:~f6~',' (concentración vs. respuesta 
medida), utilizando cuando menos cinco é::onéer1Úácioníis'difererites,?preparadas a partir de, una 
misma solución patrón y realizando el análisis por dÚplicado pará cáda concentración. 

'• ·.' ,···~-·; -·,.,_ .. '"<·,..·,•,- '.·¡·,-; ·.··-:>:.·!·-~'· .. _.'_,'.,.' :"',•,]·-· :'.:'.·,~·,~"\'._.''<.<:;·~~-r·"u.;. ,., __ ;_ . 

. ·-:,,> ::·<:·'.,'. :~-- -· ···~-... -.::·~-\.' :-.. ··'·: 
. :·~ _:··:>--:: '· >-~i:>; ) .. _:,,) :.'~-<;/~ 

La c~iva d~ ~~libr~ción se .detérmin~. Lls~alme'~ie ~h,~CÍ~c~·rÍtracio~es que varían entre 60 
y 140 % del valor esperado en· la muestra· o bien dependerádelpropósitó'del método, debiendo 
incl.uirse.siempre el 100 %:. · · · · ·. · · · 
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{··~'·, V·.~~:'·'.:"··;~~~';,,,~"':''-.· 

:"'~Y~:·.;_'.t~~}\~;'(.:~\)~~;~~;.::~. ;.~; 
La curva resultante se,,debe),'prese'iíiar\c6n los datos obtenidos {concentración: vs. 

respuesta del sistema) y los.valores"del;coeficlente:(::le- correlación y el de determinación;·: cuanto-­
más cercano a la unidad se:encúentren''estos válores, más lineal será el sistema. También se 
busca que el intercepto al o'rigerúienaa ii"cero.: --- · 

.• ,:_,_- =~<"t·,~<i!;::,<. 

'.-:· ;:.·.{;¡ , _ .. 'j.::::·.~:_;~:~t;\ ' -·. 
-- '-;·2::.i,,..-_... ~«··-- "';·. - ·!> 

PRECISION: ·Es· el Qriido','(J¿','coñcordancia entre los resultados individuales. Usualmente 
se expresa en términos' de,desviációri\estándar o del coeficiente de variación. La precisión se 
evalúa como repetibilidad :o reprodúé:ibilldad.: 

.. · -, . <:;:<it":.·:' [i_~~·~ ',~ ::_;~----~\~··¡':'{·~~~.-~--~:" 
. "·:-1·~ <f>;~·~<>... -

. ___ »:-._~'.i_ -'-,~<:~vA:~~~~~{:~:x.~.·--~~1).'.~~:/~: 
REPETIBILIDAD:, Evalúa)a precisión y manifiesta la concordancia entre los valores de los 

resultados que se::obtienen;de''las;deter111inaciones independientes, realizadas bajo las mismas 
condiciones (analistá/instrúrrienfoitiempo, laboratorio, técnicas, etc) . 

... :·i:~ ' -;~.- ·- ,~.,, ,,,_::,' 
/;·,- >_;.\ .. _:+'.~.· _,_;:;~.',:.·:'._;: ,, 

~-, ::'. :.;;,:7.~::' y:,:: __ ,,_; ' , :·--. 
·,· --~-·- _. ,;;:L:-~·::··~::~.;~::1~:>--. - ·:;.., 

En este tr~'bafo;'p¡;¡r~·1~;-;;;~iiá~'~iÓn del sistema de medición de oxígeno disuelto presente 
en muestras deaguá, los parámetros se'evaluaron de la siguiente manera: 

..... ::; ~,~· . ........ ;'~~/':' ,h~r::::.-.·,~:;:.:,:::': :'~~ 
. \~'.:.t~:-.:: 

.-_{:__~ .. ~--- :~--~-J~·~ :~'7 ;, 

LINEALIDAD C:ÍELi;s1STEMA.'Debe demostrarse que la relación entre las diferentes 
concentraciones de. soluciones':' con' materia orgánica (solución estándar) y la respuesta del 
detector siguen uría,re!~clónmat~m_áti?8 definida. Se busca que la función sea lineal. 

Se determi~a:c~nst'ruy~ndo'uría gráfica (concentración de materia orgánica vs. respuesta 
medida), utilizando cinco concentraciones diferentes de materia orgánica, preparadas a partir de 
una misma solución 'patrón y realizando por duplicado cada dilución. 

CRITERIO DE ACEPTACION: 

r ~ 0.98 

r2 ~ 0.98. 

Donde: 

r = coeficiente de correlación. 

r2 =coeficiente de determinación. (Anexo 111) 



c.v. s; 3.0 % 

Donde: 

C.V. =coeficiente de variación( Anexo 111) 
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4.PARTE EXPERIMENTAL. 

El método que se utilizó fue el de la determinación de la demanda bloquimicá de oxigeno 
después de cinco dlas de incubación.(0805), basándose en la norma 1805815-1989 (E). (Anexo 1). .. . .. : .. . .·.· . 

Este método es convencionalmente\tilizado para I~ de;ermln~ción de una demanda 
bioquimica de oxigeno mayor o' igual a 3 mg de oxigeno por litro·y que no exceda 6000 ing de 
oxigeno por litro. · .. '. · .. · · · · · · · · .. · 

Los resultad~~ ()bt~~ld()s son el prÓducto de una combinación de acciones quiml~as y 
bioquimicas. 

4.1 PRINCIPIO. 
•. . 

Se ·llevan 'a cabo . difere~tes dilucion~s par~ . obtener· disti~tas c~~Úda~~s de·.· materia 
orgánica adicionada y utilizando .como· disol.vente un agua· rica en: oídgerio·· disueno: además de 
contener una población microbianadefinlda, que llevará a cabo la oxidación .de la materia orgánica 
presente en el agua. · · • •. · • :., : ·~~· .. ; ,:· · · ·· · •;°';;·:. :' _ •· · · · 

i -: ' ·,, ' " ' >: .. _--:~;,~,:::·~,, .;-·,, .\~.~--- ~·:-~-- L,~,~-~- .~<r ,,-t,"" 

Se incuban las muesir~s duránte S'di:~ ... ~i~1a·~s~~r~~id)~~:u~a t~mperatura controlada 
de 20 ° c. utilizando botellas que detieirall;llenársei'y;tapáí:seicon'.sello hidráulico, para evitar 
cualquier flujo de gases o iriteréaníbio cón'sustáncias eiúrañas:'Se determina la concentración del 
oxigeno disuelto en mg I L, eón él oxirnetro} antes .¡·después de de los cinco dlas de incubación. 
Simultáneamente se realiza un ensayo.blanco.')· ·:;·,: ... ' ..... ,·: 

:·.>;_·:· ·-'_::t:"--~? "• .. ·;;_~- :. ·.y:, 1, 

se calcula la damanda, bio~Si~16a 'cie o;ige'~o. 

4.2 REACTIVOS. 

Los reactivos utilizados deben ser de calidad. reactivo anaHtico y deben disolverse en agua 
destilada. 
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.· ' ' 

A) SOLUCl.ON§SSAUNA~: 

·. ·.. - ' 

.. Las. soluciones scin estables y deben conservarse en frascos de vidrio color ámbar y 
almacenarse en refrigeración. SI se observa alguna precipitación o seilal de crecimiento biológico 
deberán ser. desechadas: y reemplazadas: La necesidad de adicionar estas soluciones salinas es 
proveer los nutrientes_necesarios a la población microbiana para su óptimo crecimiento. 

A.1) Solución amortiguadora de fosfatos . 

.. Disolveí8.5 g de fosfato monobásico de potasio (KH2P04), 21.75 g de fosfato dibásico de 
potasio (K2HP04), 33.4 g de fosfato dibásico de sodio heptahidratado (Na2HP04. 7H20) y 1.7 g de 
cloruro de amonio (NH4CI), en aproximadamente 500 mL ·de agua destilada. Diluir a 1000 mL con 
agua destilada y homogeneizar. El pH de esta soluc_ión debe ser de 7.2 sin ajuste posterior. 

A.2) Sulfató de magnesio heptahldratado,so1lidóri C:ant~niéndo 22.5 g I L . 
• . - ' • . ' ''. -· , • ·-:~;," ' _>. ' . ---

::.;::.::. ,'~;_::.~-; 
:·._:.,_·,',¡' 'é;-~;·, 

Disolver 22.5 g de sulfato ~e fua;J~~~l~'·h~~·tahidratado (Mgso •. 7H20) en agua destilada. 
Diluir a 1000 mL: con agua destilada" y homogeneizar: · · ' 

... ·· -.·· ;·.: _ _::(:::: ·~;::~_·'.:;;~l.: .. --e·.>.<"~~~( .. ~:.:{"·-~ .~".~ 1• ··:,~>:~ .. 
/~ . ._;: •. _ · ·,' ·-o"_o-;., -. c.•;·-·-· i:,· .. , . - .. -.. -. .- .. _-;. ~" ,- : ,,-;;,:, . _. .·,<··. ~ 

A.3) Cloruro de C~I~!~; ~~1.~~i¿~-c~hf~~í~~d~ 27.5_~/L. · 
.. '-;~ - ~ .~· -' : :;.::·~,. -~¿;:~:/. ~ .. ·;:) /.' ).; ! \·· ' 

_Disolver 27 .5. 9 ~~ ~-1~[-rJ~~;~a·1c::í~a;~·~-,~;o(CaCl2), en agua destilada. Diluir a 1 ooo mL 

con 1a misma a9üa Y.hcmg9~ñ-eiz~·,:.·?if·'·j:'.c':: .'\:<1-~- · 
·. :~: .. : .... '-<>,>• ·- .,--.; ~>-· -:-~. ..,;:·:~~~i:· 

. -- ···: :' :,\(i __ ~' }~}· -,.¡..;--.,: ·: ,,.>·· ::\::<.<--

A.4) Clóruro férric~ h~x~hfdr~i;dd;;~'6i'J~1Ón c6ht~rÍi~ndo 0.25 g I L. 
', .- '. :;.~ .-.•i,:. "' "<t¡;;; <o ,·T} • , .. - .<.-; ;.~. ~ ·; 

,·,, > 'º'i:; ":::"'·-" ... ·./:"-: ,.;-:~ <> 

Disolver 0.25 g de cl:rur~·de •. ;érri:c: hexahi~ratado (FeCla.6H20) en agua destilada. Diluir 
a JOOO mL con la misma agua y homogeneizar, · · · 
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B) AGUA o~ ci1LUCION. 

-<: .''.-:···::. ;_:, :·.:-

Con est~- t~~-~inb·:·e -denomina al agua destilada que es rica en oxigeno disuelto y sales 
minerales;· que. darán las condiciones propicias para el desarrollo microbiano. Esta agua será 
utilizada co_mo diluyerte,· 

Filtrar un litro dé agua déstilad~. utilizando para ello membranas con un poro de 0.45 µm de 
diámetro, _colocadas en un sistema de filtración Miilipore. 

. -- ·--

Despué~ de filtrada el agua se airea durante 2 horas, como se indica en el esquema de 
aireación. 

Esque111a del equipo de aireación 
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. Debe cuidarse de mantener constante la presión negativa. El filtro de algodón tiene como 
objetivo filtrar el aire para evitar la entrada de cualquier contaminante, o partícula extraña al agua 
en aireación. 

Después de dos horas, se torna una muestra de agua, utilizando para ello un vaso de 
precipitados de 150 mL y se mide la cantidad de oxígeno disuelto en mg I L, utilizando el 
oxírnetro. Debe obtenerse una lectura no menor a 7 mg I L. 

Agregar 1 mL de cada una de las cuatro soluciones salinas. (4.2) 

. ' ": :·:·· ... ~.-.. :·~:-~·.:,'.,'f.' .-:>:·: 

Se ~enor'rlina ~gua de dilución sembrada, al inóculo preparado a partir de una población 
microbiana définida y agua de dilución. 

Preparación: 

Utilizar el inóculo comercial POL YSEED, que se presenta en cápsulas con un peso de 250 mg, 
las cuales contienen un liofilizado de mezcla de microorganismos aerobios, que garantiza la 
exactitud y confiabilidad del ensayo de DB05. 

Transferir 25 mg del co~~eDiclo~e I~ ~ápsula ~ . un m.atraz afórado de 200 mL. 

·:·::::::.: .~." . =-:~'':' ·~~ -~ ·. ,<J·;.'. 
- ~<-.-_ .· i:t ·:-~:~-- ·:· . 

Diluir con 125 mLde agua i:ie dilución: .•. 
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4.3. PREPARACION DE SOLUCIONES. 

SOLUCION ESTANDAR COMERCIAL (SSC) 

Esta solución se obtiene de un producto comercial llamado estándar para determinar DBO 
y que se presenta en ampolletas de 5 ml, conteniendo glucosa y ácido glutámico en las siguientes 
concentraciones : · · 

Preparación: 

:.• 
Glucosa---­
Acido glutámico ------

3000 mg I L 
3000 mg I L 

Transferir 5 mL de la sc;iluci~n e~tándar, a un mat;az volumétrico con tapón esmerilado de 
100 ml. 

Llevar al aforo :con água destilada y homogeneizar la solución~ 
--. ~- ': ;:~~·: .. :<··--. 

4.4 MATERIAL, Eq~Íj;{>E INSTRUMENTOS. 

El mateñal de ~idrio utilizado debe estar riguro~amente limpio y seco. 

MATERIAL. 

Equipo de filtración Millipore. 

Membranas para filtración de 0.20 µm de diámetro de poro. 

Matraz Kitasato de 4000 mL, con tapón de hule. 
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Jeringa de 20 ml 5¡;:, aguja; •· •. 
,,'v-·.-,'· 

: : . ~~ -·:~- _:;~~;~:~ ~-~~f+;~~~~~~~~~~f~:ii_;~~?<Y~::.-;<'.~;~-::.'. -----~-~ 
Matraces voluTét~cos de ,100, 250 y 1000 ml. 

,;.«. :'::~:_·::)~/'~· ·~-- :·:.; .. ~ :!"' 

Pipetas volumétricas de '1 y 5 rriL 

lnóculo comercial deshidratado (POL YSEED). 

Solución estándar comercial para determinar DBO (SSC) ó en su defecto, solución 
estándar preparada según Ja norma IS0-5815-1989 (E) 

Botellas de incubación con capacidad de 300 ml, con tapón esmerilado. 

Bureta de 25 mL. 

EQUIPO E INSTRUMENTOS. 

Balanza analítica. 

Oxímetro (YSJ Metter-Dissolved Oxygen). 

Estufa de incubación mantenida a 20 ° C. 

4.5. COMPARACION ENTRE IA CONCENTRACION DE 1A SOLUCION ESTANDAR 
COMERCIAL UTILIZADA PARA IA VAUDACION Y IA RECOMENDADA POR IA NORMA 
JS0-5815-1989(E) 

Para Ja validación del sistema, se utiliza Ja solución estándar comercial mencionada con 
anterioridad (4.3); en tanto que Ja solución estándar utilizada por la norma IS0-5815-1989(E) se 
prepara a partir de una solución que contiene glucosa y ácido glutámico. A continuación se 
justifica el uso de la solución estándar comercial al demostrar que se llega a Ja misma 
concentración que Ja establecida por Ja norma IS0-5815-1989(E). 
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A ia'·~¡u~~:~·~;:,~:I ~¿¡~~ glutámico, contenidos en la solución estándar les llamaremos 
materia orgánica súsceptible~a la .oxidación. 
· --· --;, · -~ : \::~{-.}} ?;,:~:~~·r-:= :º~·ti.~::.zr:y~;o: · ~ 
4.5.1. PREPARJ\~1bWoE-LAS'Ówc10N ESTANDAR SIGUIENDO LA NORMA IS0-5815-1989(E). 

; ~- .:_,, :_:.t~ r~.-~.,. ..- '< 

:L.:· _.co~( ·. 

'se re~:u¡~:r~·~~sar: 150 mg de cada sustancia (glucosa y ácido glutámico), transferirlos a .un' 
matraz volumétrico. de 1000 mL, disolver con agua de dilución y llevar al aforo con esta misma 
agua; Transferir• 20 mL de esta solución a un matraz volumétrico de 1000 mL y llevar al volumen · 
con agua de dilución. 

Cálculos de la concentración obtenida: 

150 mg de glucosa+ 150 mg de ácido glutámico = 300 mg de materia orgánica; 

300 mg ==:> 1000 mL 

·~ 
20 mi.. "'===:> 1000 mL 

" e • -'. ·-

Concentración final: 0.006 mg de materia orgánica susceptible a la oxidación I ml. 

A esta concentración de 0.006 mg / L, se le considera el 100 % de materia orgánica 
susceptible a la oxidación. 

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

Para la validación del sistema se utilizó, como ya se mencionó ·anteriormente, una solución 
estándar comercial (4.3); por lo tanto para obtener la concentración de 0.006 mg / L, que 
representa la concentración al 100 % de la norma 150-58.15-1989 (E), se siguieron los siguientes 
pasos. 
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1) Se tiene una concentración inicial (s'oluciórl A): 

3000 mg I L de glucci~a + ;oó6 mg íLd~' ácido glutámico = 6000 mg I L de materia orgánica. 
De esta solución· tomar 5 mL y diluir a 1 OO. mL con agua de dilución; por lo tanto se tiene una 
concentración final de 0.300 mg I mL. · · 

6000 mg ==:;::.. 1000 mL 

5mL ==::::>- 100 mL 

Concentración final (Solución A): 0.300 mg / mL. 

Para llegar a la concentración de 0.006 mg I mL que corresponde af".100 %, se requirió una 
alícuota de 6 mL de la solución A y llevar al aforo a 300 mL con agua de dilución, en una botella 
de incubación; de esta forma se tiene: 

0.300 mg /mL x (6 mU 300 mL) . o;ooe n1ol~l.. .· 

Obteniendo. así la concentración de 0.006 ~·g l m~, que se consider~· el 100 % de rÍiateria 
orgánica susceptible a.la oxidación (4,5,.1). ·· 

: .... _. ·':./:',: ~>~·:; >'.;:/, 

En la tabla No.1 se muestran las alícuotas a tomar para obtener las concentraciones al 50, 
80, 90, 100, 11 O % que se utilizarán para la validación del sistema. 

TABLA No 1 
Concentración de materia Alícuota de la solución estándar Volumen final 

oroánica (%l (mLl CmLl 
50 3.0 300 
80 4.8 300 
90 5.4 300 

100 6.0 300 
110 6.6 300 
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L~ tabl~<-No.2 _- .:nu~strá 1!i ~an'iidacf de . materia' orgánica adicionada, expresada en 
miligramos por mililitro de solución estándar: adicionada, dependiendo de las concentraciones 
utilizadas_ de esta (%). El cálculo se_ dete_rn:iina a partir de la preparación de la solución A. 

.. ' :· ; : - . 

(6000mg/1ÓOO n;q X <~:ÍllL i_1o!fmL) = 0.300 mg I ml 

Donde: 

Y = volumen adicionado en mililitros dependiendo de la concentración de solución estándar. 

TABLA No 2 
Concentración de materia orgánica Cantidad de materia orgánica adicionada en 

(%) 300mL de aQua aireada (mol 
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. 

Se utilizan cinco diferentes concentraciones de solución estándar (materia orgánica): 50, 
80, 90, 100, 110 %; cada una de estas concentraciones se analiza por.duplicado. 

a) Tomar la allcuota correspondiente con bureta a las concentraciones~ so: 80, 90, 100 y . 
11 O%, de. la solución estándar (tabla No.1). 

. . 

b) Transferlr cadá. ~lí~uoi~ .a las botellas de incubación correspondientes; trabajando 
cada. C::?~.'?,entr~c;:i~f1 pcir duplicado. 

c) Agregar\:1~G'.d~ agua de dilución sembrada, con pipeta volumétrica, a todas las 
botellas'•.'.de, incubación correspondientes a cada una de las concentraciones de 
solución.estándar, y a dos botellas más que se designarán ensayo blanco (las cuales 
no contienen solución estándar). 

, '• ' .... ,,_,~\;' :.,"· ~~ .. 
'" e·:-~~\.\~:"~-·'. .. 

d) Adícionarta9L~i'de.dilución a cada una de las botellas de incubación hasta obtener un 
volu~eri de 160 mi.:.' aproximadamente. 

,;~:·.:_~·:. -.::;.:·.~~:.·.:i.~;;.'.·:.•, ~{~ .. 
~-<;; ' 

e) Medir}con\e(oicírrietro, la concentración de oxígeno disuelto·'.en mg/L. Para ello 
sumergir::completamente el electrodo en la solución y per01iti(qúe se estabilice la 
lectura,:·a ésta se le denomina concentración de oxígeno disuelto ·expresada en mg/L, 
de las soluciones de.ensayo, en el tiempo cero. ·~ ... ·.~.:.,,,,,,· ... 

~,".<> ... , __ :·'.<.. :}-· 

f) . Completare! volumen de cada botella de incubación a·.300 'mL con. agua de dilución, lo 
cual se .logra permitiendo que se desborden un.poco: ·· · · 

g) Eliminar las burbujas que pudieran quedar adheridas. a las paredes de las botellas de 
incubación dándole ligeros golpes a éstas, taparlas asegurando un sello hidráulico y 
colocar papel parafilm sobre el tapón de· cada botella. (para evitar cualquier 
intercambio del oxígeno de las muestras con el medio ambiente) 

h) Incubar las botellas durante 5 días a 20 ± 2 º C. 

i) Después de este período, determinar la cantidad de oxigeno disuelto en mg/L , de 
cada una de las soluciones ensayadas y del blanco, con el oxímetro. 
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.··~~-~· "" 

::':;> ..... 
j) Calcular la_ ca~Íidad de o'xig~nb 'C'onsumido y comprobar si cumple con 

para pode(aetermiria(sr~~ ?,ueden utilizar los datos obtenidos. 

Cálculos: 

Oxígeno consumido mg I L = 02 ( ti ) - 02 ( tf ). 

Donde: 

la condición 

0 2 ( ti ) = oxigeno presente en el tiempo cero de cada una de la soluciones de ensayo. 

02( tf ) = oxigeno residual después de cinco días de incubación de cada una de las 
soluciones de ensayo. 

Condición: 

Donde: 

C1 ( ) C1 -s C1-C2 s 2-
3 3 

C 1: Concentración de oxigeno disuelto, expresada en miligramos por litro, de la 
solución de ensayo en el tiempo cero. 

C 2: Concentración de oxigeno disuelto, expresada en miligramos por litro, de esta 
misma solucióndespués de 5 días. 

Con los resultados obtenidos se trazará una gráfica de concentración de materia orgánica 
adicionada (mg) vs. cantidad de oxigeno consumido después de cinco días de incubación (mg I L). 
Esta gráfica demostrará si cumple o no una relación lineal entre la concentración de la materia 
orgánica presente y la respuesta de medición de oxigeno consumido. 
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CRITERIO DE ACEPTACION: 

Donde: 

r ~ 0.96 
r2 ~ 0.96. 

r = coeficiente de correlación. 

r 2 = coeficiente de determinación. (Anexo 111) 

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

Se determina realizando el análisis por sextuplicado de una misma concentración de 
solución estándar correspondiente al 100 % de materia orgánica, trabajando bajo las mismas 
condiciones; (mismo equipo de medición, misma solución estándar, mismo día de análisis, mismo 
analista). 

·<._~; X~"'-' 
«:'. -e~,;·~,:· . ·-'· 

a) Tomar la all~uot~''(j~'ia':~~luÍ:iÓn estÍíndar 
con bureta (tabla_t;-Jo~1):x:.·r.;x •.••• ·. 

correspondiente al 100 % de la materia orgánica, 

'· ,., '.. .. ' ~;,-,_. -·· o_;~~\··_ -.~;l·:~j -3~=---,-: 

b) Transferir esta alícuota a las botéllas de incubación correspondiente, realizando este 
por sextuplicado. · , "·. · 

ensayo 

~.:(º.:; :~:_:<~:. '. ·:~:p-· 
c) Agregar 1 mL de agúa'é:Íe dilució.rí sembrada, con pipeta volumétrica, a todas las botellas de 

incubación, y a dos boteUás'más.'que se.designarán ensayo blanco (las cuales no contienen 
solución estándar). >(•;¡~:''.;':} {: _·: < . · · · 

,-,::('«::,~: ¡~,~~-:_ .. .,.-:--_- - - -

d) Adicionar agua. de1.dHuCió~· a cada una de las botellas de incubación hasta ~bt~ne~ un 

volumen: de 160 :i:i,iLt~~~f~.~f~amente. · ,• •?''._': '.{• .··· . 
:· - ·-. ~>{'_. "'•!.'-.'{,-. '.\·~·;, -_ \::~:'<~/-~:-~~ ',., ~- -., . 

e) Medir con el, oxihieíro( i~"'co~éentración de oxígeno disuelto en mg I L · Para;'~llo'sumergir _ 
completamente.eJelectrodc).erí. la-·solución y permitir que se estabilice la lecturá> a· ésta se le 
denomina concentración.de oxígeno disuelto expresada en mg/L, de_ las soluciónes de ensayo, 
en el tiempo cero,•· · ::• .• · •· · · · · 
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f) 

,· :· '.J\?J:.;-,~.~~:: .·;~~>· ~:~)~;·< -~\:::· .. -~< '. .·'>-,., 

: ~· >.'1":· .. · ~·;~/-~';·;:,. ~ .. ?.~':.::~.~.·3~.~.f ::<Z ·: ... ~,~~-.;·\.:.~:,~- -. :. 
>~:•¡,:; ,.-::-.:. ~, 

completar el volumen de cada botella de incubaciÓn;a:3ao:IT1C~ó'n'agua Cie:_dilúciÓn; lo cual se 
logra permitiendo que se desborden un poco/ .. :·,.'.::: .. •,~j_;y~\~~é:'.j•''~~Ij2:i:(;:[_:_c;:: -':·:-;-' 

--. ~ :\:t· ~'._'.'.-.~~:~.-··:='.} ;.;·':~:.~<~:\~_. ~' -
g) Eliminar las burbujas que pudieran quedar: adheridas·:''.~ :)as.jiaredes de las botellas de 

incubación dándole ligeros golpes a éstas/taparlas'asegu.rando· uri sello- hidráulico y colocar 
papel parafilm sobre el tapón de cada botella:. (Para evitar cualquier intercambio de oxígeno de 
las muestras con el medio ambient!3) ,>e:: ·.,: ··-> '" 

~¿~'.::'.··:/_: __ :/."/> _·. 
h) Incubar las botellas d~ra~te 5 df~s ~'20 ,t- · 2 ~ C . 

i) 

. -,. --·~~--~ ';~\:·. ~-··_.' : .. :· .. ) _ 

~. · -.· .,-::.?f3f?;:\;;'.·-~·, .. ,_ . .',·~. ,, . 
Después de este período;:. determinar la cantidad de oxígeno disuelto en mg I L , de cada una 
de las soluciones ens'ayadas y ?el blánco, ~on el. oximetro. 

j) Calcular la cantidad de oxígeno consumido y comprobar si cumple con la condición para poder 
determinar si .se pueden utilizar los datos obtenidos. 

Cálculos: 

Donde: 

Oxigeno consumido mg I L = 0 2 (ti) - 0 2 (lf) . 

oxígeno preseníe'en el tie~po ce-rci de cada una de las soluciones de ensayo. 

oxigeno ~e~¡~ual:despu'és. de cinco días de incubación de cada una de las 
soluciones.- de ensayo. -

Condición: 

c. ( ) c. -s; C1-C2 s 2-
3 . 3 
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Donde: 

C1 : Concentració~ de ~xig~no ~isu~i't~, exp;esad~ en ~Higramos por litro, de un~ de las 

C2 

soluciones de ensay~ en el tie'!1Pº cero;'"-• , , 
_ .. -•;,''·" -~ ; 

'.':. 
Conce~tració~ d~ ;~x.ígeno .:di~u~lto, ~xpresadá: en miligramos por litro, de esta 
misma soluciór;i después 'de ,5 dlas. · 

CRITERIO DE ACEPTACION: 

c.v. s 3.0% 

Donde: 

C.V. = coeficiente de variación.(Anexo 111) 
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5.RESULTADOS 

. - ::.'--" .. · . 
5. 1. LIN EALIDAp DEL SISTEMA. 

En la tabla No.3 se muestran los resultados obtenidos de la concentración de oxigeno 
disuelto (mg / L) al tiempo cero y después de cinco dias de incubación, correspondientes a las 
diferentes concentraciones de solución patrón adicionada (materia orgánica). 

TABLA No.3 

50 21.6 3.0 1 300 8.59 6.05 
50 21.7 3.0 1 300 8.56 5.65 
60 21.7 4.8 1 300 8.59 4.66 
60 21.7 4.6 1 300 8.59 4.94 
90 21.6 5.4 1 300 8.56 4.47 
90 21.6 5.4 1 300 8.56 4.37 

100 21.7 6.0 1 300 8.56 3.98 
100 21.6 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 21.4 1 300 8.59 8.40 
Donde: 

O 2 ( 11) 11 oxigeno presente en el llempo cero de cada· una de las soluciones de ensayo. 
O 2 (tf) • oxfgeno rosldual después de cinco dlas de incubación de cada una de las solucionas de ensayo. 

En la tabla No.4 se muestran· los resultados interpretados basándose en el oxígeno 
consumido. 

Oxígeno consumi~o mg I L = O 2 (ti ) - O 2 ( tf ). 

Donde: 

02 ( ti )= oxigeno presente en el tiempo cero de cada una de las soluciones de ensayo. 

0 2 ( tf )= oxígeno residll~I d~spUés de ~/nc~ dí~~ de incubación de cada una de las 
soluciones de ensayo.. · · · · 

so 



CONCENTRACIÓN (%) 
50 
50 
80 
80 
90 
90 

100 
100 
110 
110 

TABLA No.4 
• 

2.86 ,; 2.54 ,; 5. 73 
2.86,; 2.73,; 3.90 
2.86,,; 3.71 ,,; 5.73 
2.86 ,,; 3.65 ,; 5. 73 
2.86 s 4.11 s 5.72 
2.85,,; 4.19,,; 5.70 
2.86 ,,; 4.60 ,; 5.72 
2.86,,; 4.65,,; 5.74 
2.86,,; 4.92,,; 5.71 
2.88,,; 4.86,,; 5.71 

Donde condici6n: C1 I 3 s ( C1 • C:l!) s 2 C1 13 
Donde: 

OXIGENO CONSUMIDO (mg I L) 
2.54 
2.73 
3.71 
3.65 
4.11 
4.19 
4.60 
4.65 
4.92 
4.86 

C1 : Concentraci6n de oxigeno disuelto, expresada en miligramos por litro, de la solución de ensayo en el tiempo cero. 
Cz: Coocenlración de oxigeno disuelto, expresada en miligramos por litro, de esta misma solución después de 5 dlas. 

En la tabla No.5 se muestran los resultados promedio del oxigeno consumido y se gráfica 
contra la cantidad adicionada de materia orgánica. 

CONCENTRACION 

6 

¡ :r 5 
'e, 
' .§. 

o 4 
'O ·e 
¡¡: 3 
e 
o 
u 
g 2 

"' ' .E> 
')( 
;Q 

o 

(%) 
so 
80 
90 

100 
110 

o 0.5 

TABLA No.5 
CANTIDAD ADICIONADA DE RESPUESTA DEL OXIGENO 
MATERIA ORGANtCA (mg) 

0.90 
1.44 
1.62 
1.80 
1.98 

GRAFICA No.1 

Linealidad del sistema 

1.5 
Materia orgánica adicionada (mg) 

SI 

CONSUMIDO (mg I L) 
2.63 
3.68 
4.15 
4.62 
4.89 

2 2.5 



Los datos obtenidos del coeficiente de· correlación y coeficiente de determinación son los 
siguientes: · - · · -· · · .. 

= 0.9952 

r2 = 0.9906 

Donde: 

r = coeficiente de correlación. 

r2 = coefi~iente de detéiminación. (Anexo 111). 

De acuerdo ccm ·I~~ 1~esÜ1tados obtenidos, el sistema de medición es lineal, ya que el 
coeficiente de determinación y. el coeficiente de correlación, cumplen los criterios establecidos 
para métodos microbiológicos. Criterio de aceptación: 

r <?: 0.98 

r2 <?: 0.98. 

En la gálica No.1 se puede observar la tendencia lineal. 

En iá tabla No.6, se.prese.Íita·n'los resultados obtenidos del oxigeno disuelto (mg/L) de una 
misma muestra, analizada· por sextuplicado y correspondiente a una concentración del 100% de 
materia orgánica, después de los 'cinco dlas de incubación. 
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TABLANo.6 

Concent•aclon Temperatura MUESTRA INOCULO VOLUMEN 0 1(\1) (mg/L) 0 1(tf) (mg/L) 
(%) ºC PATRON (mL) FINAL (mL) 

(mL) 
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 21.4 6.0 1.0 300 8.50 4.30 
100 21.4 6.0 1.0 300 8.50 4.24 

Blanco 21.3 1.0 300 8.60 8.26 

Donde: 
0 2 (ti) =oxigeno presente en el tiempo cero de cada una de las soluciones de ensayo. 
0 2 (tf) =oxigeno residual después de cinco dlas de Incubación de cada una de las solucione de ensayo. 

En la tabla No.7, se muestran los resultados del cumplimiento de la condición, en cada uno 
de los 6 ensayos, tomando en cuenta la cantidad de oxígeno consumido durante los cinco dlas de 
incubación. Se comprueba que se cumple la condición establecida. 

CONCENTRACION (%) 
TABLANo.7 

• • • 
100 2.83,;; 4.21 ,;; 5.66 
100 2.83,;; 4.30,;; 5.66 
100 2.83 ,;; 4.22 ,;; 5.66 
100 2.83,;; 4.18,;; 5.66 
100 2.83,;; 4.20,;; 5.66 
100 2.83 ,;; 4.26 ,;; 5.66 

BLANCO 

Donde condición: C1 I 3 s ( Ct - C2) .S 2 C, I 3 

Obteniéndose: 

c.v.= 1.04 % 

Donde: 

C.V.= coeficiente de variación. 

0 2 CONSUMIDO (mg/L) 
4.21 
4.30 
4.22 
4.18 
4.20 
4.26 
0.34 
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De esta manera :e Cumpl~ con el C:riterÍ~de a;eptación en ~elación' con la'. precisión del 
sistema, para métodos.,microbiológicos, que establece.que el coeficiente de variaéión debeser 
menor o igual al 3.0% · · ,, · · ·· · · · 

c.v. s 3.0 % 
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6. CONCLUSIONES. 

1. Las condiciones en las que se desarrolló la prueba no modificaron la respuesta de 
medición del sistema, ya que se presentó linealidad en un intervalo de concentraciones 
de 50, 80, 90; 100, 11 O %.'Esta tendencia lineal puede observarse en la gráfica No. 1. 

2. Se comprueba' lá, relación; entre la cantidad adicionada de materia orgánica y la 
cantidad de oxigeno· cónsumldo, ya que el coeficiente de correlación obtenido es igual 
a 0.9952 ;;: o.98 cíu.é es el requerido para métodos microbiológicos . 

•• • t 

3. El grado é:te concordancia entre los resultados obtenidos es aceptable, y se considera 
que existe precisión en et sistema, pues el coeficiente de variación obtenido es menor 
del 3.0 % que es el exigido para métodos microbiológicos. 

4. En ambas determinaciones tanto la linealidad •como• 1a Úir~cisiÓn··. del :·sistema, la 
disminución del oxigeno después del tiempo de incubacl.ón en'él blánco; no excedió de 
5 mg I L, que es el indicado por la norma oficial. ·. :.·:· :•:•,:~i:¿;•2 .. C,:·· 

~L~'';?±;;,:i}.;;c,. ::~.,.••··· 
5. Se puede asegurar la confiabilidad de la resp~¿~¡;~ ~~;:t;'i~}~J~,~~¡l.rnétodo propuesto, 

además de ser sencillo y rápido .. · .: ·.;·[;,·>··;i,::,'.~;, '.~~.;;/;{·;·,,; ,·;,., ·.· 

6. En ambos ensayos, linealidad d~I ;:ist~rn~ ;~·-~:;:i;d~iÓndel sistema (repetibilidad), se 
obtuvo una disminución esperada· de menos· de 0.5 mg I L de oxigeno consumido, 
después de cinco días de incubación en el blanco.· 

Los resultados obtenidos, demostraron que los parámetros de linealidad y precisión del 
sistema, cumplen con los requisitos de aceptación para la validación del sistema, lo que indica que 
las condiciones en las que se desarrolló el procedimiento, no afectan la respuesta de medición, 
dando lugar a resultados confiables para determinar la demanda bioquímica de oxigeno en 
muestras de agua. 
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APENDICES 

APENDICE 1 

INTERNATIONAL STANDARD ISO 5815-1989 (E) 

CALIDAD DEL AGUA- DETERMINACION DE LA DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO 
DESPUES DE 5 DIAS (DB05)- DILUCION Y SIEMBRA. 

1.ALCANCE. 

Esta riarm~ int!O!rnaclonal es un método para la determinación empírica y convencional de 
la demanda bioquímica de oxígeno de agua por dilución y siembra. 

Este método se aplica a todas las aguas que tienen una demanda bioquímica 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 concentración de 6000 mg I L, la prueba puede aún 
aplicarse; sin embargo los errores causados por las diluciones que se necesitan, requieren que 
los resultados sean interpretados cqn ca.utela. 

Los resultados obtenidos son el producto de una combinación de acciones químicas y 
bioquímicas. Estos no tienen el carácter de riguroso o ambiguo, es decir un único y bien definido 
proceso quimico o bioquimico. No obstante proveen una indicación debido a la cual la calidad del 
agua se puede estimar. 

La prueba puede ser influenciada por la presencia de varias sustancias. Dentro de estas 
se puede mencionar sustancias tóxicas a los microorganismos, por ejemplo bactericidas, metales 
tóxicos, o cloro libre, que pueden inhibir la acción bioquímica. 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 orgánica presente en el agua. 

2. REFERENCIAS. 

ISO 5813: 1983 --Determinación de oxigeno disuelto e méto.do yodométrico. 
ISO 5814:1984 -Determinación de oxigeno disuelto~ método electroqulmico. 
ISO 6107-2: 1981 --Vocabulario. · · ., ><< .. · 
ISO 7393-1: 1985 -Determinación de cloro libre y cloro total: 
ISO 7393-2: 1985 --Determinación de Cloro libre y cloro total. método colorimetrico 
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3. DEFINICION. 

Demanda~ioqulmica de oxigeno.- Es la co~centr~ción e~ 2~sa, de ~xlgeno disuelto 
consumido,· bajo. 'condiciones especificas, por oxidación biológica' de. materia orgánica y/o 
inorgánica en el agua. definición dada desde ISO 6107-2 (1981) · .:. · . : . . 

.. Para los propósitos de esta norma internacional '.'oxidación· biológica" significa "oxidación 
bloqulmlca" · · · · · · .· · · · 

4. PRiNCIPIO: 

Neut~aÍiz~r· rá múestra de agua. a analizar y diluir con diferentes cantidades de agua de 
dilución rica:_en ·oxigeno ·disuelto· y conteniendo una· siembra de microorganismos, con o sin 
inhibición de la nitrlficación, según se requiera. • 

Lá incubación debe ser a una temperatur~ con.trotada, por un periodo definido de 5 dias, 
en la oscuridad, en una botella completamente llena y tapada. Determinar la concentración del 
oxigeno disuelto antes y después de la incubación; Calcular la masa de oxigeno disuelto 
consumido, por litro de agua. · 

Simultáneamente, se realiza un ensayo blanco utilizando una solución estándar de glucosa 
y ácido glutámico. · · · · · · 

5. REACTIVOS. 

Durante el análisis utilizar sólo reactivos de reconocido. grado analítico, usar sólo agua 
destilada o agua de una pureza equivalente {agua desminéralizada). El agua no debe contener 
más de 0.01 mg de cobre por litro y debe estar exenta de cloro, cloraminas, alcalinidad cáustica, 
materias orgánicas y ácidos. · 

5.1 AGUA DE SIEMBRA. 

. . Si ta:, muestra .. a. ensayar-•no contiene, ·por. si misma, suficientes microorganismos 
adaptados,_ el . agua de siembra, püede .·ser obtenida por cualquiera de los siguientes 
procedimientos: · 
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.. ' .: 

~ ' .' .. " ..... -' ~-, 

1. Agua residual urbana, recogida de un gran recolector o d~ ~n 6~1~
0

cto/~orres:~o~~;ente a ~na . 
zona residencial sin contaminación industrial considerable: Esta 'agua 'debe decantarse antes 
de su uso. ·-- · :··_ ,, · • ·' · .. '-.•- '' 

2. Se puede preparar a partir de 100 g de tierra de jardin en un· 1itrc:i-· de agu'a. M~zblar •y dejar 
reposar durante 1 O minutos. Tomar 1 O ml del sobrenadante y diluir hasta· un litro de agua, la 
cual puede utilizarse como agua de siembra. 

3. Agua obtenida de algún __ ria.o lago conteniendo aguas residuales de tipo urbano. 

. . . . 
4. Enuentes que provenga~ de una_ instalación de tratamiento de aguas. 

5. Agua récogida'má~'abajo:d~l.punto de descarga del agua a analizar o agua conteniendo 
mlcrocirganismos:adaptados·'at agua a ser analizada y cultivada en el laboratorio (en el caso 

· de anuentes in~~~.t!élle~ que_ccmtienen sustancias que se degradan con dificultad). 
•-.;,.:;·,·,' 

·:,·<,~--º .. ,..-·. 

5.2. soLucioNEs sAÚNAs 

.- .··-.. 
. . _ Las s.iguie'ntes _soiJciones son_ estables al menos un mes y deben ser almacenadas en 
frascos de vidrio; color ambar;:en' la oscuridad. Estas se deberán desechar si se detecta algún 
signo de precipitación o crecimlentc:i biológico. 

5.2.1 Solución amortiguadora ele fosfatos.,,,: 
.. -~ - ;,\" 

Disolver 8.5 g de fosfato m~ii;jbfisi~~ de potasio (KH2P04), 21.75 g de fosfato dibásico de 
potasio (K2HP04), 33.4. g de_ fosfato de ·sodio dibasico heptahidratado (Na2HP04. 7H20) y 
1.7 g de cloruro de amonio''(NH4CI):: En aproximadamente 500 mL de agua destilada. 
Diluir a 1000 ml con agua 'destilada í¡ homogeneizar. El pH de esta solución debe ser de 
7.2 sin ajuste posterior.·- ·:,•.".,,7:_. "< .. ·/:·;~-> -

' ~ '_.;·~.' ''.1:' ~~: 

• -~ i' .: ... ~,/~-.... . ~::\ /' \:~}~ ·:- .. '· . 

5.2.2 Sulfato de magnesio heptahidr<Íi~cdri;~olliciéin conteniendo 22.5 g / L • 
-··~ ... ~ . -

Disolver 22.5 g d~sulf~i~~: 2~~~~~1d~~~-t~~idratado (MgS04. 7H20) en agua destilada. 
Diluir a 1000_ ml con ¡¡gua d_estilada y homogeneizar •. 

- ., -
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5.2.3 

5.2.4 

: .. ~·_ .. , ·.· 1·:"' '!'-'-~ "S-..... \'·· .:;.. -.,:(; 
f} .:};_)J ,., 3~\' ' ;:, ''; ;{ -? 

Cloruro_de5~:fi1f~;~~~g~!~~':~[:W~~/(ggffe_~f~~-~-·/ L_:'. 

Disolver 27.S g decl~(J~~-de caiCioanhi~;g"CCaCl2). Diluir a 1000 ml con agua destilada y 
hoínogell81iar: :u> :F e .;~;;--· ,_;;r ;e .; - .>;;. - · ·· · · · · 

···:·: ~,: --~ ·: .. <L' :':·~::--~~;><, -~~.:·"-" "'·/>SXY .. ,..~~----

Cloruro férrico:;cJt:ld;F~t~~b: ':~-lu;c¡~~: c~~i~i~n~o · 0.25 g I L. · 

Disoiver0.2~;~~~11J~~T:tri~L~e~~:~Ú~ta~I;:FeCl3:~H20) en agua destilada. Diluir a 
1000 mLcon'agíi~de~tUada y. Jiomoger:ielz:'lr'.< · · · 

·- . ·.-~: ' .. -< ..... '.. .'<.:~~··,.:_"\. -" > 

--.··:-,.-· 

5.3 AGUA DE DiLuc1hN. • 

A aproximadamente 500 mL. de agua destilada, adlcioni;;r.'.1 inL de ·cada una de las 
soluciones salinas (5.2.1, 5.2.2, 5.2.3 y 5.2.4). Diluir a 1000. mL con agua destilada y 
homogeneizar. Mantener esta solución a 20° C; airear durante> 1 hora, tomando todas las 
precauciones para no contaminarla, debido a la adición de' materia orgánica, por sustancias 
oxidantes o reductoras, o bien por metales, hasta que la concentración de oxigeno disuelto sea al 
menos 8 mg I L. 

Utilizar esta solución dentro i:le las 24 horas posteriores a su preparación y descartar 
cualquier solución remanente. 

S.4 AGUA DE DILUCION SEMBRADA. 

Adicionar de acuerdo· a la fuente de 5 a 20 mL de agua sembrada (5. 1) por litro de agua 
de dilución (5.3); Almacenar· el agua de dilución sembrada obtenida a 20 ºC. Prepararla 
inmediatamente antes de. su uso y descartar alguna solución remanente, al finalizar el dfa de 
trabajo. 

La disminución del oxigeno después de 5 dfas de incubación a 20 ºC del agua de dilución 
(5.3), el cual es el valor del blanco (8.3), deberá preferiblemente no exceder de 0.5 mg de oxigeno 
por litro. · ·· ·. · 

5.5 ACIDO CLORHIDRICO. (HCI), solución, aproximadamente 0.5 M. 
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, . ., . ·<'.:·.'" .- .. -·.;:.:-::· ·'.>'~'."~-. '.\" ~<::·:,.:-:·,' {y:··:i\:;.;t~:_;_: 
\~~ ,. .),;,.:. ~::: ... :' ... ::fl:_~ ">r~ .. ~,, :.,,_:f:: . .,"<·.1·.~: -:-:c.;·· .... 
:;,_ •. :··:::'?»'::" , .. -;'- ,,~<- :.:):; º -.,- ---·~:.:'.) '.: .. ~:,·;·.'-;:?:';E>_._ ··:.·' 

5.6 HIDROXIDÓ.DE SÓDIO'(NaQH); soludón; aproximada.meriíé 20 g I L. 
+_,_ -- _e_: ~~:\: ~-'- ~t~~:'.~·~ .-7_-ff:~,;;~~~t1-:~~~~~-~;j::~'t:T-·~:¡0~ }-f:·~i,~ ?~-;;~-~?ff~<:?;=J)t~~--}!~ -_· ~~?-. :: --- ----

5. 7 suLF1To·rJ~~§;b1*:cg;,~i~~¡]·~~1~~·iJ~:~J~~~IB~f~~3G'n;t~·'o:s·M. 
:~-·:¡- ,, ' <:'.:;;;: ·::~::~~~:· + ' .·--::: ,<;:~--·~--::.. -'~~-- '-~~· .;: -~,:~.·.·.··:·····.' ' .. : .. 

:'·~_:·-~ &'.~' . .'~,~~-, ;•:;;~ . .,, ·.; __ ;. . ·. - ''({"·~--

~. ~, ,._ :.:~,~~ ,.> ':', .:~~.;~-~ !.H?~~·-··· '.. :::1~~t¡~{>.;:·-~,~;.:L ... ' ~~~~--~~ 
5.8 SOLUClON Estf~p..\i'fó,E:~Lt.i,~?.~;.\~As.18? ~LUTAMICO. 

,.} .".~;.:_::, ;1~::¡ ~"'.:~~~·,.~~~·;'.i:in·1iI:diJfr·;·;:::.;···\· '.', / ... ·.· . . . 
Secar la gl~cosa· deshidratada (CsH1206> y el. ácido glutámlco (HOOC·CH2.cH2.CHNH2 -coOH) a 

103 ºC duránte 1. hora''.7 f'esar 150 C:,(1.liig'.'de ~adit susiancia; dlsollier en agua destilada; diluir a 

1000 mL con I~ m'.{.~:._ª:gt~.;Y'.~;~~fr;I;· ;;·'..'·<~;~{:i:~.;.: •·.'::·-• ·;( •• ·. · 

. . Prép~r~r la soi~~IÓ~iin~~diá;á~~n;~ ~%~s'.~e usarla y descartar cualquier remanente al 
finalizar el dla de trabajo:··~:<· <:f.'.·':::«\.'''-''':·;;·;:; · · ' . . · '• 

... ·..... ...... .:· ... :.:~:-~ .;.~.~.:.:~:~.:.:.: .. ·.;., . <Ai 
- ,. : : ~ -' . ";;;.i· . 

5.9 ALILTIOUREA (AJU) cé4RaN2S), SOLUCION. 

Disolver 1.00 g de ·~fotiourea en agua destilada, diluir a 1000 mL con la misma agua y 
homogeneizar. La soluc.ión es estable por al menos dos semanas. 

TABLA No. 1 <14
> 

d Diluciones recomen adas ara determinar la DBOS. 
PROBABLE DB05 Factor de dilución Resultado redondeado Generalmente 

ma/L a aolicable a: 
3 a 6 entre 1v2 0.5 R 
4 a 12 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 so· 5 S,C 
200 a 600 100 10 S,C 

400 a 1200 200 20 l,C 
1000 a 3000 500 50 1 
2000 a 6000 1000 100 1 

Donde: 
R = Agua de rio. 
E = Agua de alcantarillado. 
S = Agua de alcantarillado clarificada o agua de anuentes industriales débilmente contaminada. 
C = Agua de alcantarillado bruta. ' .· . 
1 =Agua de enuente industrial muy contaminada. 
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6. MATERIAL Y EQUIPO. 

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

6.1 Frascos para Incubación. De capacidad entre 130 ml y 350 ml, con tapón esmerilado, que 
evite que queden burbujas adheridas. 

6,2 lncubador. Con capacidad de mantener la temperatura a 20 ºC ± 1 ºC. 
. . 
\, . . 

- ,. - . . 

6.3 Equipo. par¡;¡ cl~terrnlnar la concentración dé ?Xlgenodisuelto. 

Cámara de rér~J~r~~l6A;·~6:Jg;i·~::~~d:P~:~ ~¡ Úa~~porte y ~lmacena~iento de la muestra. 
,.._ -,• ·:?;·: .. ~,<.::-:.::.~ ''o'·t" ":-~· -:- '<: ·.· ... ' 

(·\ • ,, ' • - ';<C• •• , ;~>~:.~í- --~--::_ ~ \f:( . 

.. ' ~ g(~',}~~\(:·f~;~\'·.· ·.·· .· <' : . . 
Contenedores de: dilución;_: Matraces volumétricos; de. capacidad adecuada dependiendo del 
volumen de la müestrá dihilda·utilizada. · ' · 

6.4. 

6.5 

··.,1_'."' ,.('.: ·-·:¡ .••• 
' . ·-:.- ~ > ;'· 

7. ALMACENAMIENTODE LÁ MUESTRA. 

Almacenar la muestra a una temperatura entre O ºC a 4 ºC; en Un . frasco lleno y 
herméticamente sellado. Comenzar lá determinación tan pronto como sea posible y como máximo 
en las 24 horas siguientes a su niuestreo. 
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8. PROCEDIMIENTO. 

8.1 OPERACIONES PRELIMINARES. 

. . 

8.1.1 Neutralización <le' la muestra 

. ·~- :'~·.,. 
,-·, '·:.,_1-0 

Si el pH de la muestra ria se encuentra entre 6 y 8, neutralizarla. Se neutraliza después de 
haber determinado;' 'en uria ·muestra separada, el volumen de solución de ácido clorhídrico (5.5) o 
de soluéión de' hidróxido· de sodio (5.6) necesario; no debe preocupar la posible formación de 
precipitado. · · · 

8.1.2 Presencia de cl~ro libre o c;;mbinado. 

'" ·-···, ·.- .- ' 

Neutralizar el cloro ·ub.re y combinádo en la muestra por adición del volumen necesario de 
solución de sulfito de scídio (5.7);-_Se.debe tener cuidado de no añadir solución en exceso. 

:.:.::,,· 

·-' ;-_:;_ ~ ,_,,, ,·, :;:: . _'.: ., . '; --

8.2 PREPARÁCIÓN bE i::2~.sdLÚc1bN~S DE ENSAYO. 
' - :_,~:,,:::t •.,'?;.;/_·...,-, ~~:(· :'¡ .. :::·- '-·f/• 

\ ·'. )1t¿> r.·=··-."~¡~~;:;~;,~~/-~' .·,:,t·;'_' __ -· -~-:\·~: '...· -

8.2. 1 Determinación :ci~ ¡~: 6~~ ~ríA;<~J~~~~{1,i, d~' ~i;ri~ciidón. 
. . ó ~ • }. ··.:\?~·rr~~.~jJ:p,·:·{~~T.T :; , ~·· . 

Llevar la múestra ·a una temperatura de 20 ºC y agitar en un recipiente llenado a la mitad de 
su volumen, evitando la posible' saturación de oxígeno. 

"-; -~?~·;-~. f::.: \'.'<· -:~~:_··,.:: ;:_.' .·' 

·-· .• ~.:> 

Colocar ün'iiolumen'conocido de la muestra en la dilución basal (6.5) y adicionar agua de 
dilución sembrada (5.4). Mezclar evitando la formación de burbujas de aire. Si el factor de dilución 
a aplicar es mayor a. 100, llevar las diluciones en dos o más etapas. 
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, , . \.~,~,:.~_,. ;.':·'· \"k'..i.-,,-· • --··,.·: s·-':- ';;.'¿;-"-
··- :•·,;:~-, :.·<·<"· ... ,. .. :.;f·:'.i~-~~' ,,;.-:;f:i~;:-;· ,>1, 

8.2.2 Deterníina~i~~~:~~~. i~ D~~,~~~-~~kr~1~~~'.~~- nitrificación. 
~---·' '~-' ·-=--'' ~;,o,..--'~=''~-=-~-'::-:<;--;¡-:_:7--"=-0 --c'of.:~~:--:,.,¿.i:0-:,;~'--:;-.:,&:._~-""';!.~?=::''~,0=;-,~7-,-;.-'- - -_·-.--

' ',ci;''./~~-,~~\-'i~:1'~_;:1_;,?:~~~; é'. ~-.-·._' ' ' 

Llevar la muestra· a'una temperatura de. 20 ºC y ·colocarla en un_ recipiente medio lleno, 
con agua de dilúción; eiiitiiríé:!O la posible saturación de oxigeno. 

e • -· --.--.~-~~·::::-;.:--·:-,t~~- -, ·-- -·_.=·~Ft:·· --· -

-,: >; --~}-~~~~t,,: ,; •,,"' --··~ . 
-. > : ,-_-.. -~'\~,~,,- -r.i: , .- -. -... ,,. ' ' · .. '. . 

Colocar: un volurn·en .conocido 'de la muestra en la dilución basal (6.5) y adicionar 2 mL de 
aliltiourea (5.9) por litró de muestra.diluida, y llenar con agua de dilución s'embrada (5.4). Mezclar, 
evitando la formaci.ón' d_e bÚrb_ujas. · : · · 

NOTAS: 

Alternativamente se puede utilizar como supresor de la nltrificaclón 2-cloro -6-(tricloro metil) 
piridlna TCMP. Adicionar 0.5 mg /Len muestras diluidas. 

El grado de dilución, deberá ser tal que después de la Incubación la concentración residual de 
oxigeno deberá estar entre una tercera y dos terceras partes de la concentración Inicial. Ante la 
dificultad de seleccionar con exactitud el grado de dilución convenientemente, es necesario 
realizar varias diluciones en progresión geométrica y que enmarquen la dilución correspondiente 
a la DB05 probable. (tabla No.1) 

Las determinaciones previas de la demanda de oxigenó total (DOT) y la demanda qulmica de 
oxigeno (DQO) con dicromato, pueden_ dar Información útil al respecto. 

8.3 ENSAYO EN BLANCO. 

Se realiza un ensayo en blanco al mismo tiempo, utilizando el agua de dilución sembrada. 
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:.-~ -. '. /.;.:·~;:· ·:, .. ' 

8.4 DETER~IN~~ION ... ' 
-., :_-_:,_.-~,-~- . 

Utilizando' cáda 'dilÚción (8.2), se llenan dos frascos de incubación (6.1 ), permitiendo que 
se desborden un poco:· Sé.deja que se escapen las burbujas de aire adheridas a las paredes de 
los frascos. Se éierián los frascos evitando que queden atrapadas burbujas de aire. 

e :·.:.~. ' 
;-,:_;'"' :',;: 

'.'/;•'¡·. 
)'···· 

Se CÍis.pone-n lo~ Frascos en dos series, cada una conteniendo un Frasco de cada dilución y 
un frasco.de solución éri b!anco.'(8.3). · 

··; j-,·· 
,. ;:·· 

-";.¡.. .'f·· 
-.~ •. >_,_· r:·.· 

Coloque una de' las:series en Incubación (6.2) y manténgase en la oscu~idacl duránie 5 
días a 20 ºC .. > .. · 3( <}. 

--._{.;~: .. ··.- ·_ ~'-"' "• 
:-E~·::-

~-. -~ -• ,- ~;:: ·, - :. ·¡;:_-

Se mide la cóncentración.de oxigeno disuelto al tiempo cero en cada una de las diluciones 
y en la solución blanco.de la.otra'serie de frascos que se incubaron, especificados eri ISO 5813 o 
ISO 5814. ··•. . ' . • ..... ' . . . '· . . . . . 

··= .. · 

8.5 ENSAYO CONTROL. 

UUlic~se esté pro~~dimiento como una comprobación aproximada ,de la calidad del agua 
de dilución, dEll agua ?El slemb~a y de la técnica del analista, empleados;·.· · 

','.·-· 

' :\:,~ ~--" 

Diluir 20 ml de la solución esiándar de gíucosá-ácido glutámico (ver 5.8) a 1000 mL .de 
agua de dilución (Ver5A) y proceder como se indica en el apartadó 8.4. · · ·• >·: · -~·· · ... _ · 

.. ·-:-_;.< ... ~ .. -·-:_.._:· . >.---~- _,·\:\'· 
-'.:-:' _-

La DBCl5 bbt~~fd;a;¿e este ensayodeberá estar comprendida ~ntrci 1SO<y 23() mg/ L .. En 
caso de no obtener, resullados dentro de este intervalo, se debe verificar la preparación del agua 
de siembra y si es necesario el método de análisis. · · · 

'. 

Se realiza u~ ~ri~a~~· corÍtrol si~ultáneamente con el ensayo de la muestra. 
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9 CALCULO DE RESULTADOS. 

Las solucionessometldas al ensayo, deben satisfacer la siguiente condición: 

Donde: 

e, ( ) e, -S C1-C2 S2-
3 '• .' . 3 

C 1: Concentracióllde' oxlgé~o disuelto,· expresada én miligramos por litro, de una de 
las solucione.s de, ensayo E'.n ~1yempo cero: . . 

C2: ConcentraciÓn de, o~lgeno disuelto, expresada eri miligramos P.or Hlro, .de esta 
misma soh.ición; después de 5 dlas;'· ' .. 

;.;.• ·-.:~;::'/> ,,~,::' ·"~;,r·';~ :-

La. demand~ bLqul~l~~~~~~ilg~·íl¿'~espÚés ele 5 dlas (DBO~). ex,presada' en miligramos 
de oxigeno por litro; se calcula por la fórmula: ~. ' ' - ' -· . -· ·, ' - .. - . . ' 

•;: ::_;:;·c.?>~-

. • <(• ·(; . ·. . ')·- . ( Vt - Ve)( ·)) Vt 
DBOs= C1-C2 - .--.- CJ-C• -

. ·. · · · ·: .· VI · Ve 

Donde: 

- C1 : Concentración. de~oxlgéno disuelto, expresada en miligramos por litro, de una de 
las soluciones de ensayo en el tiempo cero: 

>'<...<_·:-;· ' .. ,..;-: . 
.. ;'-,-·-

- C2 : Concent~ació~· cie · ~xlg~ri6: disuelto, expresada én . miÜg,ram~s por litro, de esta 
misma solución~ después de 5 él las .. :. · 

;::'"" 

:'_:~:·<. ~·J:·::- ... - :;'.:::::. ~'./,:;.:·' 

- C3 :. ConcentraciÓ~ ele oxigeno disuelto, expresada en mUigra~os porlilro; de la 
solución blanc:;o a tiempo c;ero> ·· · · 
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:,' :>·~r~ ·~ .. :.:, ,. .. º- :-< ;t;_-·~~,,.··. :-~.:,.~,~ ·It:·:·.- :":"~~,, ~~ .. ~.-·1:.~,~-!<'.-~:., ,~:'· 

-~, ~~;;;~}~iia~f~"~~t~.\~~~r:~:~i~~;r0:·b,· .. 
- Ve: Voluriie;, de la mÚesira, en ~'ilfrit'~o~,' ÜÜiii.~dJfaara'1á preparación de 

de ensayo;.· ··· ·~~;',;D' ;;;.··.· ·:,;· 
la solución 

·-'··· t:'.: 

- VI : VoÍumen total, en mililitros, de la solución de en~a'yb/ 
. . ..... ·.··' 

Si varias diluciones se encuentran en el intervalo requerido;- .se calcula la media de los 
resultados obtenidos para estas diluciones. 

10.REPORTE. 

El reporte del ensayo deberá incluir la siguiente infromación: 

La referencia de la presente norma. 

La fecha y h~~1 dé mu~st~eo: 
-- .. ·L -· :;-:~ 

Método dé ¿¡;k~~rl>~Í::tón'cie'la muestra. 

Fecha y hora a la cual_se re_alizó ladetermlnación de la DBO. 

,: _, ~( _;T/:j:,;;:.,~-.--·- ~·~'..<- :·~~-¡·<- -
El tipo de agua de siembra'.tunzadá: 

1 ndicación de l~;~~·i~esii( ~;'riJ ~~ la ~itrificación. 
_·'- .. ·"."'- .-,.:-''.-.·'" 

'• ;~. ·; ,, ~:· .. 
-~- ~ 

El núm~ro de dÍ~s~de inéÜt>a~ión .. ,,_. 

Cualqui~r d'e1á11"e'1 E!~í)~'cI~1 q~~· p~do ser observado durante el ensayo. 
-·~···'./::;::)'.d.-·---~--·:-;;;;;=-;;;_~ -

Consigna¿¿~ ~d t~.cÍ~s 1.i~ <:iJ~r~ciones no previstas en esta norma y que se consideren 
de interés. ' · .. · · · 



APENDICE 11 

OXIMETRO. 

ESPECIFICACIONES: 

Cátodo : oro. 

Anodo : plata. 

Membrana : FEP Teflon. 

Electrolito : 2M KCI.·· 

Intervalo de o~lg~no dis~élto : 0.1 mg I L. 

lnte,:;:.alo ~e t~~P~~~tu~~. : ~ 5 a 35 ·•c. 

. : . . . 

Polarización de voltaje : 0.8 .volts. 
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APENDICElll 

FORMULARIO 

LINEALIDAD DEL SISTEMA 

1) Tabular los resultados con base al siguiente formato: 

Concentración de la dilución de la . Propiedad medida (y) 
solución patrón Cxl 

x, Y 11o Y 12 •••Y n 

X2 y'" y 22 ••• Y ?n 

X3 y'" y 32 ••• y'" 

Xn Y,,, Y12 Y 13 •••• Y '" 

Donde: 

número de diluciones 

n = número de re_plicasde ,cada dil~Ción de la solución patrón. 

Para procederá lossiguiénles cálculos; es necesario que el número de replicas por 
dilución, sean equivalE:ipte.s.: ·: .::O-: •. · ·, .: · · ·· 

.. ~ . :'::.:. . : ;,: ' "- :;:. .. 

2) Cálculos prelimin~res_~ar~-co~fici~nte de correlación y coeficiente de determinación: 

L:x = 11(X1 + X2 + ....... ~ ...... + Xn) 

L:Y = (Y11 + Y12+ .......... + Ytn +y,,+ Y22+ ..... + l'2n + ...... + Y11 + ...... + Yi2+ ...... + Yin) 
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""' v2 ( ,,, - v2 x2 L,_¡/l =I/ A 1 +A2 + ...... + t 

L;Y2 =Y,~ +Y,; + ..... +Y¡~ +Y2~ +Y2~ + ..... +Y2~ + ..... +Y,~+Y,~ + ..... +Y,; 

L;XY = (Y11 +Y.,+ Y,.)+ X 2 (Y21 + Y22 + Y2.} + .... + X,(Y,¡ + Y, 2 + ..... +Y,.) 

3) Cálculos para coeficiente de correlación ·y coeficiente de determinaCión 

[ 
_ [n1ci:xy)...:%xl¿1')] 2 

__ .·_ ]"' 

r = ~11('¿ x 2J-(t x) 2 ~i(t Y'.---.· X1: Y)'] 
- . -

2 _ [ . - [n1 (L: XY )- (L: X X¿ Y)) 2 
•--·-- -] 

r = &11 CT: X 2
.)"'." (!: ~ )2 ) &11 ~ Y~ xt Y) 2 ) 

Donde: 

r = Coeficiente de correlación. 

r2 = Coeficiente de determinación 
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PRESICION DEL SISTEMA 

1) Tabular los resultados 

Y1.Y2, Y3 .. :Y,; 

2) Cálculos Preliminares 

1:,.2 = Y, 2 + Y,2 +Y/ + ... Y.2 

Y=L:Yi 
N 

DE =[N(¿y2)-(L:Y)2 ]112 
N(N-1) 

Donde: 

DE = Desviación Estándar 

3) Cálculos finales 

CV=DE*IOO 
y 

Donde: 

CV = Coeficiente de variación 
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