
1. DETERMINACIÓN DE pH 

1.1. Principio del proceso

Se basa en la capacidad de respuesta del elec-
trodo de vidrio ante soluciones de diferente
actividad de iones H+. La fuerza electromotriz
producida en el electrodo de vidrio varía lineal-
mente con el pH del medio.

Se debe tener en cuenta la temperatura
de la muestra ya que esta fuerza electromotriz
afecta al valor del pH.

1.2. Reactivos

Disoluciones estándar de pH (tampones 7, 4 y
9) para la calibración del equipo (pH-metro).

1.3. Procedimiento

- Se calibra el electrodo con disoluciones patrón
(tampones) de pH conocido.

- Se coloca la muestra, en la que se ha introdu-
cido una varilla agitadora teflonada (imán), en un
agitador magnético, y se agita.

- Se procede a leer el valor del pH cuando la
lectura se estabilice en pH-metro con compen-
sación de temperatura.

2. DETERMINACIÓN DE LA
CONDUCTIVIDAD

2.1. Principio del proceso

La medida se basa en el principio del puente de
Wheatstone, utilizándose un aparato diseñado a
tal efecto, el conductímetro. Se debe tener en
cuenta la temperatura de la muestra ya que la
conductividad está estrechamente relacionada
con la temperatura.

2.2. Procedimiento

- En el caso de que la conductividad de la mues-
tra sea muy elevada, habrá que diluirla hasta que
la medida entre en la escala del equipo.

- Se introduce la célula de conductividad en la
muestra y se espera hasta que la lectura se esta-
bilice (pocos segundos). Si se utiliza un conduc-
tímetro de lectura digital, la medida directa de la
conductividad de la muestra aparece en la pan-
talla. Es recomendable utilizar equipos que ten-
gan compensación de temperatura, en el caso
contrario habría que efectuar dicha compensa-
ción manualmente.
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3. SÓLIDOS TOTALES EN 
SUSPENSIÓN

3.1. Principio del proceso

Se filtra una muestra previamente homogenei-
zada, mediante un filtro estándar de fibra de
vidrio (Whatman 934-AH; tamaño de retención
de partículas de 1.5 µm), previamente tarado en
seco. El residuo retenido en el mismo se seca a
peso constante a 103 - 105º C.

El aumento de peso de filtro representa
los sólidos totales en suspensión.

3.2. Procedimiento

Se taran individualmente en placas de vidrio los
filtros estándar necesarios y se anota el peso ini-
cial seco, determinado a 103-105ºC.

Se filtra un volumen determinado de
muestra homogeneizada a través de un filtro
tarado, con una bomba de vacío.

Se seca en estufa a 103- 105º C hasta
peso constante.

• Cálculos:

Sólidos totales (mg/litro) = 
[(A-B)*1000]/Volumen de muestra (ml)

A: peso de residuo seco + filtro (mg)

B: tara del filtro (mg)

4. SÓLIDOS SEDIMENTABLES

4.1. Procedimiento

- Se llena un cono de Imhoff con la muestra bien
homogeneizada, hasta la marca de 1 litro.

- Se deja sedimentar durante 45 minutos, remo-
viendo a continuación suavemente las paredes
del cono con una varilla o mediante rotación.

- Se mantiene en reposo durante 15 minutos
más.

- Se registra el volumen de sólidos sedimenta-
dos en la parte inferior del cono. La determina-
ción se expresa en mililitros de partículas sedi-
mentadas por litro de muestra.
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5. DEMANDA QUÍMICA DE
OXÍGENO EN AGUAS
RESIDUALES (DQO)

5.1. Fundamento

La demanda química de oxígeno (DQO) es la
cantidad de oxígeno consumido por las materias
existentes en el agua, que son oxidables en con-
diciones operatorias definidas. La medida
corresponde a una estimación de las materias
oxidables presentes en el agua, ya sea su origen
orgánico o inorgánico.

La determinación de DQO debe realizar-
se rápidamente después de la toma de mues-
tras, para evitar la oxidación natural. En caso
contrario, la muestra podría conservarse un
cierto tiempo si se acidifica con ácido sulfúrico
hasta pH = 2- 3. Sin embargo, esta opción deja
de ser fiable en presencia de cloruros.

5.2. Principio del método del
dicromato potásico

En condiciones definidas, ciertas materias conte-
nidas en el agua se oxidan con un exceso de
dicromato potásico, en medio ácido y en pre-
sencia de sulfato de plata y de sulfato de mer-
curio. El exceso de dicromato potásico se valo-
ra con sulfato de hierro y amonio.

5.3. Reactivos

- Sulfato de mercurio (Hg2SO4), para evitar
interferencias de los haluros.
- Dicromato potásico (K2Cr2O7) 0,25 N:
Disolver 12,2588 g de K2Cr2O7 previamente
secado 24h en estufa a 105º C, en 1 litro de
agua destilada.

- Solución de sulfato de plata en ácido sulfúrico:
Disolver 5 g de Ag2SO4 en 540 ml de ácido sul-
fúrico (H2SO4) concentrado (densidad 1.84).

- Solución de sulfato de hierro y amonio 0,25 N
(NH4)2Fe(SO4)2 x 6H2O o SAL DE MOHR:
Disolver 98,04 g de (NH4)2Fe(SO4)2 x 6H2O
en agua destilada. Añadir 20 ml de H2SO4 con-
centrado, enfriar y enrasar a 1 litro con agua

destilada. La solución debe estandarizarse diaria-
mente, para determinar exactamente su norma-
lidad, frente a  la solución de K2Cr2O7 0.25N.

- Indicador de DQO o solución de ferroína:
Disolver 1,485 g de 1,10 fenantrolina (C12H8N2
x H2O) y 0,695 g de sulfato de hierro heptahi-
drato en agua destilada, y llevar a volumen de
100 ml.

- Valoración de la sal de MOHR:

Diluir en un matraz  erlenmeyer de 100 ml
de capacidad, 10 ml de K2Cr2O7 0,25 N
con agua destilada, hasta aproximadamen-
te 100 ml. Añadir 30 ml de ácido sulfúrico
concentrado y enfriar. Añadir unas 5 gotas
del indicador ferroína y valorar hasta vira-
je a rojo violáceo con sal de MOHR.

• Cálculos:

f = [Volumen de Cr2O7K2 0,25 N utiliza-
do x 0,25 ] / Volumen de sal de MOHR
consumido en la valoración.

5.4. Procedimiento

- Se enciende la placa calefactora.

- Se pesan 0,44 g de HgSO4 en matraz para
reflujo de 100 ml. La cantidad propuesta de
HgSO4 es suficiente en la mayoría de los casos,
para eliminar las posibles interferencias por Cl-
en la muestra.

- Se colocan unas bolitas de vidrio en el matraz
para favorecer la ebullición.
- Se añaden 20 ml de muestra.

- Se añaden lentamente 30 ml de la solución de
sulfato de plata en ácido sulfúrico, con una pipe-
ta de vertido, mezclando bien para disolver el
HgSO4, y enfríar.

- Se añaden 12,5 ml de solución de dicromato
potásico 0,25 N y se mezclan bien todos los
productos añadidos.

- Sobre el matraz se dispone el elemento refri-
gerante (condensador del reflujo), y se somete
a reflujo durante 2 horas.
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- El conjunto se deja enfriar ; el condensador del
reflujo se lava con agua destilada, y después se
separa el matraz del refrigerante.

- La muestra oxidada se diluye hasta 75 ml con
agua destilada y se deja enfriar hasta temperatu-
ra ambiente.

- Se añaden unas 5 gotas del indicador ferroína.

- Se procede a valorar el exceso de dicromato
con la sal de Mohr.

El punto final de análisis se toma cuando el
color varía bruscamente de azul verdoso a
pardo rojizo.

Este método resulta eficaz para muestras
que tengan una DQO entre 50 y 800 mg/l. Para
niveles superiores diluir el agua problema y para
contenidos menores aplicar otro método.

• Cálculos:

DQO (mg de oxígeno/litro) =  [(A-B) x N
x 8000 ]/ Volumen (ml) de muestra.
A= Volumen (ml) de sal de Mohr  gastado
en el blanco.
B= Volumen (ml) de sal de Mohr gastado
en la muestra.
N= Normalidad de la sal de Mohr.

6. DEMANDA BIOLÓGICA DE
OXÍGENO EN AGUAS 
RESIDUALES (DBO5)

6.1. Fundamento

Esta prueba determina los requerimientos rela-
tivos de oxígeno de aguas residuales, efluentes y
aguas contaminadas, para su degradación bioló-
gica. Expresa el grado de contaminación de un
agua residual por materia orgánica degradable
por oxidación biológica.

6.2. Principios del proceso

El agua residual contiene una cierta flora bacte-
riana, que tras un tiempo de incubación, actúa
degradando la materia orgánica contenida en el
agua residual. Si cierta cantidad del agua a anali-
zar se introduce en un recipiente, y éste se cie-
rra herméticamente, se crea un sistema que
contiene el agua a analizar, con su flora bacteria-
na y aire, el cual contiene un 21% de oxígeno. En
un tiempo determinado, los microorganismos
consumen todo o parte del oxígeno contenido
en el sistema al degradar la materia orgánica,
liberando una cierta cantidad de anhídrido car-
bónico gaseoso. Suponiendo que se inhibe la
nitrificación y que se retira del sistema el CO2
gaseoso producido, la depresión que se registra
en el sistema se deberá exclusivamente al des-
censo de la presión parcial del oxígeno, como
consecuencia del consumo de oxígeno en la
oxidación biológica de la materia orgánica. A
continuación se describe la determinación de
DBO con un periodo de incubación de cinco
días (DBO5) en biómetros diseñados a tal efec-
to (WTW- Oxitop). Estos biómetros están
dotados de tapones con dispositivos de lectura
de la presión parcial de los frascos. La captación
del CO2 gaseoso producido se efectúa por
reacción con OHNa, que ha de disponerse al
comienzo del ensayo en una cápsula diseñada a
tal efecto, en el sistema.

6.3. Reactivos

- Disolución de alliltiourea: Disolver 5 g de allil-
tiourea reactivo en un litro de agua destilada.
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Esta disolución se utilizará como inhibidor de la
nitrificación.

- Sosa cáustica (OHNa) en perlas.

6.4. Procedimiento

- Se introduce una varilla agitadora (imán) en el
interior del biómetro.

- Se añade el inhibidor de la nitrificación en una
proporción equivalente a 20 gotas de la disolu-
ción de alliltiourea por litro de muestra.

- Se ponen dos perlitas de OHNa en la cápsula
diseñada a tal efecto.

- Se añade un volumen de muestra determina-
do en el biómetro. El volumen a utilizar depen-
de del rango de DBO esperado, y está especifi-
cado en las instrucciones de uso del biómetro.

- Se coloca la cápsula conteniendo OHNa sobre
la parte superior del biómetro, una vez que la
muestra esté estable y no se observen burbujas
de aire.

- Se cierra el biómetro con el correspondiente
tapón-registrador, y se pone la lectura a cero.

- Se introduce el biómetro en cámara a 25ºC y
se enciende el agitador magnético. Se mantiene
agitación suave constante durante todo el ensa-
yo.

- Se realiza la lectura a los cinco días, siguiendo
el procedimiento de lectura de la casa fabrican-
te del biómetro. La DBO5 final del agua analiza-
da, expresada en mg de O2 por litro de mues-
tra, será la lectura obtenida en el biómetro mul-
tiplicada por el factor de dilución del ensayo. La
correspondencia: factor de dilución a volumen
de muestra introducido en el biómetro se indi-
ca en las instrucciones de uso del biómetro.

7. NITRÓGENO TOTAL

7.1. Principio del proceso

El principio del procedimiento que se describe a
continuación (análisis elemental), se basa en una
combustión inmediata de la muestra, que final-
mente resulta en la liberación de todo el nitró-
geno contenido en la muestra (N orgánico e
inorgánico) en forma de nitrógeno gaseoso. El
nitrógeno gaseoso se separa de otros compues-
tos gaseosos por cromatografía de gases, para
procederse a su cuantificación.

7.2. Procedimiento

- La muestra se acidula  previamente a pH 3. La
determinación se debe efectúar con varias repe-
ticiones por muestra (se aconsejan cuatro repe-
ticiones).

- Se introduce una alícuota de 0,7 ml en una
cápsula de estaño apropiada para análisis ele-
mental.

- Las cápsulas se llevan al dispositivo automático
de muestreo del analizador elemental.

- Se procede al ensayo de análisis elemental y
determinación automática del contenido en
nitrógeno de la muestra, vía electrónica en un
ordenador preparado a tal efecto.
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8. NITRÓGENO NÍTRICO

8.1. Principio del proceso

El procedimiento propuesto es mediante elec-
trodos selectivos acoplados a un potencióme-
tro. El principio del proceso se basa en la gene-
ración de un potencial eléctrico cuando el elec-
trodo de medida se pone en contacto con la
muestra conteniendo nitratos. El rango de tra-
bajo se sitúa entre 0,14 mg/l y 1400 mg/l. Los
cloruros y los bicarbonatos pueden interferir en
el análisis, así como otros aniones más infre-
cuentes en aguas. Se requiere electrodo de
referencia de doble unión y electrodo selectivo
de nitratos. El electrodo selectivo debe ajustar-
se a las condiciones de temperatura, pH y fuer-
za iónica de la muestra y de los patrones usados
en la calibración para conseguir que las lecturas
sean fiables.

8.2. Reactivos

- Electrodo de referencia:

- Electrolito interno: KCl 3 M. Se prepara con
22,365 g de KCl desecado en 100 ml de agua
destilada.

- Electrolito intermedio y solución de reposo:
(NH4)2SO4 1 M. Se prepara con 33,04 g de
(NH4)2SO4 en 250 ml de agua destilada.

- Electrodo de medida.

- Solución para reposo: KNO3 0,01 M (140 ppm
N). Se prepara 0,5005 g de KNO3 desecado en
500 ml de agua destilada.

- Patrón de 100 ppm de N- NO3. Se prepara
con 0,3611 g de KNO3 desecado, en 500 ml de
agua destilada. A partir de este patrón de 100
ppm, preparar de 10 ppm y 1 ppm de N- NO3.

- Ajustador de fuerza ionica ISA/TISAB:
(NH4)2SO4 0,1 m. Se prepara con 1,32 g en
100 ml de agua destilada. La concentración 
y cantidad de ISA está en función del rango de
N- NO3 que se espera encontrar.

8.3. Procedimiento

Para el caso de que no haya interferencias por
cloro, las proporciones de alícuota y ajustador
de fuerza iónica (ISA) son las siguientes:

- Para concentraciones de nitratos superiores a
1,4 g N- NO3/l se coge una alícuota de 50 ml
de la solución a medir y se añade 5 ml de un ISA
de (NH4)2SO4 1 M.

- Para concentraciones de nitratos entre 1,4 x
10-3 y 1,4 g N- NO3/l se coge una alícuota de
50 ml de la solución a medir y se añade 1 ml del
ISA 0,1 M.

- Para concentraciones menores de 1,4 x 10-3,
se coge una alícuota de 50 ml de la solución a
medir y se añade 0,5 ml de un ISA 0,1 M dilui-
do previamente a 1:4.

Se introducen los electrodos de referencia
y lectura, y la sonda de temperatura en la mues-
tra con el ISA, que debe mantenerse en agita-
ción constante moderada. Cuando esté estable,
se toma la lectura.

Si se prevén interferencias por cloro, para
concentraciones esperadas de nitratos entre 1,4
x10-3 y 1,4 g N- NO3/l, se coge una alícuota de
50 ml de la solución a medir y se añade 1 ml de
un ISA 0,1 M al que se le hubiera añadido ante-
riormente 0,0343 g de Ag2SO4 por ml.

Si hay otro tipo de interferencias debe
prepararse un ISA con eliminador de interferen-
cias; el sulfato de aluminio elimina las de aniones
orgánicos, el ácido bórico reduce la actividad
bacteriana, al bajar el pH hasta 3- 4 elimina los
carbonatos y bicarbonatos, el ácido sulfámico
enmascara los nitratos. Un ISA con eliminador
de interferencias podría ser el siguiente: 17,32 g
de Al2(SO4)3 , 1,28 g de ácido bórico, 3,43 g de
Ag2SO4 y 2,52 g de ácido sulfámico, disueltos en
agua destilada; la disolución se lleva a pH 3 con
H2SO4 o NaOH y se enrasa a 1 litro. Para la
determinación de nitratos, se toma una alícuota
de 50 ml de la muestra, a la que se añaden 10
ml de la disolución anterior ; a continuación se
procede a la lectura potenciométrica.
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9. NITRÓGENO AMONIACAL

9.1. Principio del proceso

El procedimiento propuesto es mediante elec-
trodos selectivos acoplados a un potencióme-
tro, cuyo principio ha quedado explicado en el
epígrafe anterior (determinación de nitratos); en
este caso se utiliza un electrodo selectivo de
amonio.

9.2. Reactivos

- Patrón 100 ppm de N- NH4 (7,14 x 10-3 M).
Se prepara mediante 0,1909 g de NH4Cl dese-
cado, en 500 ml agua destilada. A partir de éste,
se preparan los patrones de 10 y 1 ppm.

- NaOH 10 M: 200 g de NaOH en 500 ml de
agua destilada.

- Solución para reposo largo (1 noche a sema-
nas): NH4Cl 0,05 M. Preparación: 0,6681 g
NH4Cl desecado, en 250 ml de agua destilada.

- Para reposo corto: 50 ml de patrón de 10 ppm
de N- NH4 + 0,5 ml NaOH 10 M.

9.3. Procedimiento

- Se lleva una alícuota de 50 ml del agua a ana-
lizar a un vaso de precipitados de 100 ml.

- Se añade una varilla agitadora (imán) y se
somete la muestra a agitación moderada conti-
nua.

- Se introduce el electrodo de amonio.

- Se añade 0,5 ml de NaOH 10M y se procede
a la lectura.

10. FÓSFORO TOTAL

10.1. Principio del proceso

El fósforo puede encontrarse en las aguas resi-
duales disuelto o en partículas, ya sea en com-
puestos orgánicos o inorgánicos. Para liberar el
fósforo que está combinado en la materia orgá-
nica, es preciso someter la muestra de agua a un
proceso de digestión ácida. Tras la digestión, el
fósforo está en forma de ortofosfatos, que se
determinan por métodos colorimétricos.

10.2. Reactivos

- Solución de ácido sulfúrico: Añadir cuidadosa-
mente 30 ml de ácido sulfúrico concentrado a
60 ml de agua destilada y diluir a 100 ml.

- Persulfato amónico, (NH4)2S2O8

- Hidróxido sódico OHNa 1N.

- Indicador de fenolftaleína.

- Solución de vanadato-molibdato amónico: se
prepara en tres etapas; por un lado, se disuelven
25 g de (NH4)6Mo7O24 x 4H2O en 400 ml de
agua destilada; por otro lado, se disuelven 1.25 g
de vanadato molibdato en 300 ml de agua des-
tilada caliente, se deja enfriar la disolución y se
añaden 250 ml de HNO3 concentrado.
Finalmente, las dos disoluciones se mezclan y se
llevan a 1 litro.

- Patrón de 200 ppm de P. Se disuelven 0,8780
g de KH2PO4 desecado en 1 litro de agua des-
tilada. A partir de este patrón se prepara un
patrón de 20 ppm, que servirá para la calibra-
ción colorimétrica.

10.2. Procedimiento

- Se introduce 50 ml de muestra homogeneiza-
da en un matraz erlenmeyer de 125 ml.

- Se añade 1 ml de la solución de ácido sulfúri-
co.
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-  Se añade 0,4 g de persulfato amónico.

- Se lleva a ebullición, y se mantiene regular-
mente durante unos 45 minutos hasta tener un
volumen final aproximado de 10 ml.

- Se deja enfriar, y se añaden unos 10 ml de agua
destilada y unas gotas del indicador fenolftaleína.

- Se añade OHNa 1N  hasta el viraje a colora-
ción rosa de la fenolftaleína; la mezcla se deco-
lora después añadiendo una gota de una disolu-
ción diluída de ácido sulfúrico.

- Se lleva a 50 ml con agua destilada.

- Se procede a la determinación de fósforo
(ortofosfatos) siguiendo el método colorimétri-
co del vanadato-molibdato amónico. Las mues-
tras digeridas deben diluirse convenientemente
para que la concentración de fósforo final esté
dentro del rango del método analítico.

- Se lleva una alícuota de 5 ml de la muestra a
matraz de 25 ml.

- Se añaden 5 ml del reactivo vanadato-molib-
dato amónico.

- Se enrasa a 25 ml con agua destilada.

- Se agita bien la mezcla y se deja desarrollar el
color durante 30 mn.

- Se lee la absorbancia a 440 nm de longitud de
onda.

- Se procede de idéntica manera con alícuotas
del patrón de 20 ppm de P, a fin de hallar una
recta de calibración que comprenda el rango de
2 a 10 ppm de P.

• Cálculos:

P (ppm) = [Absorbancia x K x 25 x F] /5
K: pendiente de la recta de calibración

F: factor de dilución de la muestra

11. ANÁLISIS
MICROBIOLÓGICO

El análisis microbiológico de las aguas residuales
comprende, como determinaciones básicas, los
microorganismos totales, coliformes totales y
coliformes fecales. Existen en el mercado
medios de cultivo específicos para cada una de
estas determinaciones, como los suministrados
por la casa Millipore.A continuación se describe
un método rutinario basado en estos medios de
cultivo comerciales.

11.1. Principios de proceso 

Se trata de separar los microorganismos del
agua por filtración a través de membranas fil-
trantes específicas y depositar las membranas
con el residuo en cajas de petri, que contienen
un medio de cultivo específico para el creci-
miento de los microorganismos que se desea
determinar, en un soporte de papel de filtro.

Todo el material que se utiliza debe estar
esterilizado con el objeto de que no exista con-
taminación externa. La esterilización del material
se realiza en autoclave a 121ºC durante 20
minutos.

Los medios de cultivo propuestos son
líquidos ya que estos medios tienen más facili-
dad para penetrar en los poros de las membra-
nas y bañar la superficie de las mismas.

11.2. Medios de cultivo

Se indican los nombres comerciales de los
medios de cultivo comercializados por Millipore:

- Medio de cultivo para el recuento de micro-
organismos totales: TGE (Tryptone Glucose
Extract Broth).

- Medio de cultivo para el recuento de colifor-
mes totales: m-Endo Total Coliform Broth.

- Medio de cultivo para el recuento de colifor-
mes fecales: m-FC Broth.
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11.3. Procedimiento

Se sigue la metodología de filtración sobre
membranas, utilizando el medio de cultivo apro-
piado para el recuento de los distintos tipos de
microorganismos. Para ello se toman inicialmen-
te 10 ml de agua residual, se introducen en un
matraz de 100 ml, y se enrasa con agua estéril.
La dilución a realizar de la muestra depende del
grado de contaminación esperado. Las etapas
necesarias para los análisis microbiológicos son
las siguientes:

11.3.1. Preparación de las placas Petri

- Se abre la placa Petri, que contiene un sopor-
te absorbente estéril.

- Se abre una ampolla de 2 ml del medio ade-
cuado y se vierte sobre el soporte absorbente,
distribuyéndolo por toda la superficie.

11.3.2. Filtración de la muestra

Se realiza en matraz kitasatos de vidrio sobre el
que se sitúa un portafiltros de plástico dotado
de disco filtrante de ésteres de celulosa con
0,45 µm de diámetro de poro.

- Se coloca la membrana en el filtro con la ayuda
de unas pinzas esterilizadas.

- Se toman 10 ml de la muestra conveniente-
mente diluída y se lleva al portafiltro.

- Se conecta la bomba de vacío, para filtrar la
muestra. Los posibles microorganismos queda-
rán retenidos en el filtro.

- Se desconecta la bomba de vacio. Con las pin-
zas flameadas se toma el filtro y se coloca en la
placa Petri preparada para la determinación
microbiológica.

11.3.3. Incubación y recuento de colonias

- La placa Petri conteniendo el disco filtrante
con el residuo se lleva a estufa termostatizada a
37 ºC para la determinación de microorganis-
mos totales y coliformes totales, o a 44,5 ºC
para la de coliformes fecales, durante un perío-
do de 24 horas.

- Tras la incubación, se procede al  recuento de
las colonias formadas en cada disco filtrante,
expresando los resultados en millones de
microorganismos por litro de agua. El color de
las colonias desarrolladas en los medios indica-
dos varía según el microorganismo que se trate:

- Microorganismos totales: colonias de color
amarillento.

- Coliformes totales: colonias rojizas con brillo
verde metálico.

- Coliformes fecales: colonias de color azulado.
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