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1 OBJETIVO

1.1 A presente Norma prescreve o metodo de determinagéo da demanda

bioquimica de oxigénio (DBO) em amostras de aguas naturais, efluen

tes domésticos e industriais, lodos e aguas de mar.

NORMAS E DOCUMENTO COMPLEMENTARES

2
Na aplicagao desta Norma € necessario consultar:

- L5.121

- Determinagao de demanda quimica de oxigenio.
- 1L5.149 - Determinacao de solidos - Método gravimétrico.
- 1L5.169 - Determinagao de oxigénio dissolvido - Método de Winkler
modificado pela azida sodica.
- 1L5.186 - Determinacio de oxigénio dissolvido - Método do ele

tro de membrana.

Guia de Coleta e Preservagao de Amostras de Agua, da CETESB.

3 DEFINIGAO

Para os efeitos desta Norma e adotada a seguinte definigao:

3.1 Demanda bioquimica de oxigenio

E a quantidade de oxigenio necessaria para & oxidagao biologica e
quimica das substancias oxidaveis contidas na amostra, nas condigoes

do teste.

4 APARELHAGEM

4.1 Vidraria, materiais equipamentos




2 CETESB/L5.120

4.1.1 Incubadora, a ar ou um banho de égua termostatizado, 2O:t10C,

sem luz.

4.1.2 Frascos de DBO, vidro borossilicato ou similar, boca estrei

ta, volume 250-300 mL, tampa esmerilhada, com 'selo d‘égua".

4.1.3 Provetas graduadas, vidro borossilicato, com tampa de polieti
leno ou polipropileno, 1 000 mL.

4,1.,4 Beéequeres, 500, 1000 e 2 000 mL.

4.1.5 Pipetas volumétricas, volumes diversos.

4.1.6 Baloes volumétricos, vidro borossilicato, com tampa de polie

tileno ou polipropileno, volumes diversos.

4.1.7 Vidraria, materiais e equipamentos para detegfminacgao de ox1

génio dissolvido (vide .cap. 2).

4,2 Reagentes

Todos os reagentes devem ser p.a.-A.CaSm

4.2.1 Agua destilada e desionizadd contefidolimenos que 0,01 mg/L de

cobre, isenta de cloro, cloraminas; \alcalinidade de hidréxidos, ma

teria organica e acidos.

4.2.2 Solugao-tampao de fosfatos .

Dissolver 8,5 g de fosfato monobasico de potassio, KH,PO,, p.a., 21,75
g de fosfato dibasico de potassio, K,HPO,, p.a., 33,4 g de  fosfato
dibasico de sodio heptahidfatadol NagHPO,.7H,0, p.a., e 1,7 g de clo
reto de am6nio, NH4C1, p.a.,.em 500 mL de égua destilada e desioni

zada e diluir a 1000 mL. O pH'da solugao deve ser 7,2 sem ajustes.

4.2.3 Solugao de sulfato de magnesio

Dissolver 22,5 g de MgSO4.7H20, p.a., em égua destilada e desioniza
da e diluir a 1 00Q mL.

4.2.4 Solugao de cloreto dé calcio

Dissolver 27,5 & de Ca012 anidro. p.a., em agua destilada e desio

nizada e diluir a 1 000.ml.

4.1.5 Solugaoldelcloreto ferrico
Dissolver 0,25 g denpfeCl
da e diluir a 1 000 mL.

5-6H,0,:p.a., em agua destilada e desioniza

4.2.6 Solugao de hidroxido de sodio 1IN

Dissolver 40 g de NaOH, p.a., em égua destilada e desionizada isen

ta de CO2 e diluir a 1000 mL. Guardar em frasco de polietileno com

tampa de polietileno, ou em frasco vidro borossilicato, com rolha
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de borracha.

4.2.7 Solugao de acido sulfurico 1N

Diluir 28 mL de H,50, conc., p.a., a 1000 mL, com agua destilada e

desionizada.

4.2.8 Reagentes para determinagao de oxigenio dissolvido

Consultar a determinagao de oxigenio dissolvidof metodonae Winkler

modificado pela azida sodica (ver Norma L5.169).

4,2.9 Solugao de sulfito de sodio 0,025 N
Dissolver 1,575 g de Nazso3 anidro, p.a., £m 1 000 mL de égua desti

lada.

.4.2.10 Solugao padrao de DBO (200 mg/L.0,)
Dissolver 0,15 g de glicose, C.H,K .0 Pesa., ¢ 0,18 g de acido gluté

671276
mico, C5H9NO4, p.a., previamente secos e 10300 por 1 hora. Apés a
dissolugao diluir a 1 000 mL com agua destilada e desionizada. Arma

zenar a solugao em frasco ambar eg@litoclavar.

4.2.11 Solugao padrao de DBO (20 mg/L 0,)
Diluir- 100 mL da solugao-padrao de DBO (4.2.10) a 1 000 mL com agua

destilada e desionizada. Armazenarpa solucao em frasco ambar e auto

clavar.

4.2.12 Solugao-padrao de/DBO (5 mg/L 0,)
Diluir 25 mL da solugao-padrao de DBO (4.2.10) a 1 000 mL com agua

destilada e desionizada) Armazendr a solucao em frasco ambar e auto

clavar.

4.2.13 Agua de diluicao semhsemente

Estocar a égua destilada e desionizada a ZOOC € no escuro, em recipi
ente de vidro com tampa de algodao, por um periodo suficiente para
satura-la de oxigénio. Nofmomento do uso, adicionar 1 mL de cada um
dos reagentes: solicao-tampao de fosfatos (4.2.2), sulfatos de.magné
sio (4.2.3) g@horeto @e calcio (4.2.4) e cloreto férrico (4.2.5)
por litro de agua destilada e desionizada. Utilizar a agua de dilui
cao a 2044 1°c4 A agua de diluigdo sem semente nao deve consumir mais

que 0,2 mg/Lide oxigenio num periodo de incubagdo de 5 dias.

ALTERNATIVA: Saturar a égua destilada e desionizada, de oxigénio,
aerando-a com ar comprimido limpo (pode-se usar bomba

de ar do tipo das usadas em aquario).

4.2.14 Agua de diluigao com semente (preparar diariamente)

Proceder como em 4.2.13 (ou ALTERNATIVA). No momento do uso, adicio
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nar j‘também uma quantidade adequada de semente por litro de agua
destilada e desionizada, isto é, uma quantidade de semente que cau

se uma corregao (CS x R) da ordem de 0,6 mg/L pelo menos.

Nota: Meétodo pratico para determinar quantidade de sememte a adicio

nar a agua de diluigao.

% semente na agua de diluigao, P = 60 4 e volume

DQO da semente

de semente a acrescentar a 1 litro de éguarkedihﬁgéo V. = 10P.

4,2.15 Semente comum

Armazenar uma porgao de esgoto domestico decantado a 20% durante

24-36 h, com aeragao. Usar em seguida.

4.2.16 Semente adaptada

Adaptagao da semente (ver Anexo A).

3 EXECUGAO DO ENSAIO.

5.1 Principio do método

Uma amostra, ou diluicoes apropriadas,da mesma,, € incubada nas con
digoes do teste. A diferenga entre,as concentracgoes de oxigenio no
inicio e no fim do periodo de fincubacae corresponde a demanda bio

guimica de oxigénio.

5.1.1 Existem variagaes do método, adaptando-o zos diversos tipos

de amostra, a saber:

Método A: da incubagao sem diluiigao - aplica-se a aguas superfi
. . e . . . s ”~ . .
ciais e aguas superficiaisipouce, poluidas, que contem microrganis
mos prqprios e oxigénio suficiente para que, apos 5 dias de incuba

gao, ainda haja oxigeniofna amostra.

Metodo B: da incubagad com Mdiluicao - aplica-se a aguas superfi
ciais poluidas, sefiluenteshe aguas residuarias, que tém microrgenis

mos proprios, forem nao tem oxigenio suficiente para que, apos 5

dias de incubacgao,/fainda haja oxigénio na amostra.

ALTERNATIVA: No'caso de baixa DBO esperada, aerar a amostra por 5

minutosiaproximadamente, para que sua concentragéo
inicial de oxigenio dissolvido seja superior a reque

rida pelsa DBO, ou seja, pelo menos 7 mg/L.

Metodo C: da incubagao com diluigao e semeadura - aplica-se a aguas

residuarias e efluentes que nao possuem microrganismos proprios nem
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oxigénio na amostra.

ALTERNATIVA: No caso de baixa DBO esperada, aerar a amostra por 5

minutos aproximadamente, para que sua concentragao ini
cial de oxigénio dissolvido seja superior a requerida
pela DBO, ou seja, pelos mesmos 7 mg/L. Semear em se

guida.

Méetodo D: da suspensao e incubagao, com diluigao ‘€, sgmeadura - apli

ca-se a lodo.

5.2 Interferentes

5.2.1 A temperatura da incubacgao da amosktpa interfére na metaboli
zagao da materia orgénica; sendo assim, a tempé&ratuyra e padroniza

da em 20 pa 1OC.

5.2.2 0O pH da amostrea interfere no compeortamento dos microrganis

mos; sendo assim, o pH e padronizado em 6,5 a 7.5.

5.2.3 O tempo de incubagao interfere n@pguantidade e no tipo de ma
téeria organica oxidada: sendo agsim, ¢ tempo de incubagao € padroni
zado” em 5 dias; admite-se que, Neste pepiodo, 80% da matéria orga
nica carbonada jé esteja mineralizadage’ esteja comegando a nitrifi

cagao. Uma oxidagao total, £&m geral, leva em torno de 20 dias.

5.2.4 A qualidade da égua de diluigao interfere no desenvolvimento
dos microrganismos; a‘égua de diluigso padronizada ‘devera conter

guantidade apropriada denutrientes minerais e de solugao-tampao.

5.2.5 A presenga de luz estimula a produgao de oxigenio pelas al
gas presentes na amostre;,. sendo assim, a incubagéo padronizada e

feita no escuro.

5.2.6 As formag biolégicas presentes na amostra durante a incuba
gao devem estafi aptds a utilizar a matéeria organica da amostra como
alimento, por_isso elrecdomendada a adaptagao dos microrganismos (sg

mente) a amdstra\(ver Anexo A).

5.2.7 0 gloro fAnterfere no desenvolvimento dos microrganismos da
amostra; assim, o procedimento-padrao indica a e]iminagéo do cloro,

sempre que houver;

5.2.8 Amostras supersaturadas podem perder oxigenio durante a incu
bagao; o procedimento-padrao indica redugao da concentragao de oxi

génio para o nivel de saturagao a 20 ¥ 1°;

5.2.9 Interferem ainda outros fatores dificilmente controléveis,
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tais como: a duragao da fase lag dos microrganismos, a velocidade
de utilizagao do oxigénio pelos mesmos, a atividade e a concentra
géo desconhecidas dos microrganismos, como também a eventual presen
ga de toxicos e a alteragao na concentragao de toxicos, em virtude

da diluicao da amostra;

5.3 Coleta de amostras

As amostras para a determinagao de DBO sao coletadas‘eonforme o Guia

de Coleta e Preservagéo de Amostras de Agua, da CETESB.

5.4 Meétodo A

5.4.1 Procedimento

5.4.1.1 Encher 2 frascos de DBO com amostra homegencalate transbor
dar e tampé—los, tendo o cuidado de nao deixar bolhas de ar no inte
rior do mesmo. No caso de se_utilizar o mé&bodo do elétrodo de mem

brana (2), opcionalmente podera se encher apen@s um frasco.

5.4.1.2 Apos 15 minutos, determinar@iconcentragao de oxigénio dis

solvido, OD de um dos frascos.

19

5.4.1.3 Incubar o outro frasco por\5 dias a/20 t 19C no escuro.

5.4.1.4 Apés 5 dias, determinar_a concentragéo de oxigénio dissol

vido, ODS’ deste outro frasco.

5.5 Metodo B

5.5.1 Procedimento

5.5.1.1 Se a concentracgao de exigenio dissolvido na amostra for
superior a 9 mg/L, encher parcialmente um frasco com um volume sufi
ciente de amostra, esperar a amostra atingir 20 1% aproximadamen
te e, em seguida, agité-la intensamente, baixando, assim, a concen

tragao de oxigenio/paramiveigyde saturagao.

5.5.1.2 Num bequer, ajustar ‘o pH de um volume suficiente de amas
tra, ou de amosgfra tratada conforme o item 5.5.1.1, em 6,5 a 7,5,

de necessarioy

5.5.1.3 Utilizando 4 provetas de 1 000 mL. preparar 4 diluigoes ade
quadas da amostra, énchendo as provetas parcialmente com égua de di
luigéo sem semente (4.2.13), em seguida acrescentando a cada prove
ta a quantidade V de amostra correspondente para se obter as dilui
goes adequadas e completando os volumes a 1 000 mL com a referida

agua de diluigao.

Nota: Metodo pratico de determinacao das diluigdes adequadas:
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1200

3 = DQO da amostra’ °© volume

% de amostra na 32 proveta, P

de amostra na 3% proveta, V3 = 1OP3. Dai:
P4 = 2P3 aproximadamente
V4 = 1OP4
P3
P2 = — aproximadamente
2
V2 = 1OP2
P3
P1 = — aproximadamente
4
P1 = 1OP1.

5.5.1.4 Transferir, por sifonagéo, af amostraydiluida de cada prove
ta para 2 frascos de DBO, enchendo-os ate transbordar; tampé—los,
tendo o cuidado de nao deixar bolhas de ar no interior dos mesmos.
Obtém-se, entdo, 2 séries de dilufgoesda amostra. No caso de se uti
lizar o metodo do eletrodo de mémbrana (2), opcionalmente poderé

se encher apenas um frasco.

5.5.1.5 Apos 15 minutos, determinami@iconcentragao de oxigénio dis
solvido ODl’ de uma das sepies de frascos.

5.5.1.6 Incubar a outra Série de frascos por 5 dias a 20 s 1OC no

escuro.

5.5.1.7 Apos 5 dias, determinar a concentragao de oxigenio dissol

vido, OD desta outra serie.

5!
5.5.1.8 Efetuar um controlénda égua de diluigao sem semente: encher
2 frascos de DBO4 medir a concentragao de oxigénio de um deles e a
do dﬂxb apos 5 Mdias de incubagao. Verificar a quantidade de oxigenio

consumida, que nao /deverd ser superior a 0,2 mg/L.
5.5.1.9 Copfern3 padroes conforme itens 4.2.10 a 4.2.12.

5.6 Metodo C

5.6.1 Procedimento

5.6.1.1 Se a con@entragao de oxigenio dissolvido na amostra for
superior a 9 mg/l,, encher parcialmente um frasco com um volume su
ficiente de amostra, esperar a amostra atingir 20 t 1% apraximadg
mente, e, em seguida, agité—la intensamente, baixando, assim, a con

centragao de oxigenio para niveis de saturagao.
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5.6.1.2 Num bequer, ajustar o pH de um volume suficiente de amos
tra, ou de amostra tratada conforme o item 5.6.1.1, em 6,5 a 7,5,

se necessario.

5.1.6.3 Se necessario, eliminar pequenas concentragSes de cloro re
sidual, deixando a amostra em repouso por 1 a 2 horas antes de pro

cessa-la.

5.6.1.4 BSe necessério, eliminar o cloro residual em concentragBes
maiores acregscentando a amostra neutralizada uma quantidade sufici
ente de solugao de sulfito de sodio. Determinapfa quantidade sufici
ente testando uma porgao de amostra em separado: a = 100\mL de amos
tra adicionar 10 mL de solugao de acido acetieopl + 1 € 10 mL de
solugao de iodeto de potassio 10 g/L e titular o igdo/fliberado com
a solugao de sulfito de sodio (4.2.9). A @mageutra porgao suficien
te de amostra adicionar solugao de sulfitode s©dio em guantidade
indicada pelo teste. Esperar 10 a 20 minutos' &, entao, continuar con
forme os itens 5.6.1.5 e 5.6.1.6.

5.6.1.5 Proceder como em 5.5.1.3 (e Nota), 5.5.1.4, 5.5.1.5, 5.5.1.6

e 5.5.1.7, empregando égua de diluigao com semente (4.2.14).

5.6.1.6 Proceder com a semente como em5.5.1.2 e depois 5.5.1.3
(e Nota), 5.5.1.4, 5.5.1.5, 5/4.1.6, B85.1.7 e 5.5.1.8 e 5.5.1.9.

5.7 Método D

5.7.1 Procedimento

5.7.1.1 Preparar uma suspensao de uma quantidade conhecida de lodo

(20 g aproximadamente) sem 1 litre de agua destilada e desionizada.

5.7.1.2 Num bequer, @justar o pH da suspensao em 6,5 a 7,5 se ne

cessario.

5.7.1.3 Proceder ‘com & suspgnsao como em 5.5.1.3 (e Nota), 5.5.1.4,
5.5.1.5, 5.5.1.6 e 5.5.7, empregando égua de diluigao com a se
mente (4.2.14) 4

5.7.1.4 Proceder gom a semente como em 5.5.1.2 e depois 5.5.1.3
(e Nota) 5.5.1.4% 5.5.1.5, 5.5.1.6, 5.5.1.7 ¢ 5.5.1.8. No caso de
se utilizar o metodolde eletrodo de membrana (2), opcionalmente po

dera se encher apenas um frasco.

-

5.7.1.5 Em separado, determinar o teor de solidos do lodo (ver cap. 2).

6 RESULTADOS




CETESB/L5.120 ‘ 9

6.1 Expressao dos resultados

6.1.1 A expressao do resultaso da DBO & (Méetodo A):

mg/L = oD, - OD5

)
A expressao do resultado da DBO é (MetodogB), para cada dilui

6.1.2
¢ao
(OD1 - OD5) x 100 . .
mg/L = -—, € 0 resultadome,a media daqueles
% amostra
para os quais a quantidade de O2 consumida darante a incubagéo
represente 28 a 86% da quantidade indieial de 02.
(oD, - ODS) x 100
Nota: % 02 consumido =
oD
1
6.1.3 A expressao do resultado da DBO & (Metodo C), para cada dilui
gao
[(op, - op.) - (¢l x R)]' 100
mg/L = 1 5 S
% da amostra
‘onde:
R = 100 - % amostra
100
- DBO_ x % sementejna agua de diluigao
c < o~
s

100
DBOy= DBO da sgmente“calieulada conforme item 6.1.2.
6.1.4 A expressao do gpesultado da DBO e (Método D), para cada dilui
gao: :
[(OD1 = 0Dg’ - (C  x R)] 100
5'xQ xT

mg/L =
S

onde:

S = % de suspensao que foi diluida
Q = quantidade de lodo com que foi preparada a suspensao, em g
T

]

= teor de solidos do lodo, determinado a parte.

6.2 Precisao e exatidao

6.2.1 Conforme "Standard Methods for the Examination of Water and
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- Wastewater", 172 ed., um unico laboratorio usou como teste uma mistu
ra de glicose—écido glutémico, de 300 mg/L, e os resultados obtidos

foram:

Numero de meses = 14

Numero de triplicatas = 421

Media mensal recuperada = 204 mg/L

Media mensal de desvio-padrao = 10,4 mg/l.
i

/ANEXO A
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ANEXO A - ADAPTACAO DA SEMENTE

A-1 Generalidades

A-1.1 A finalidade da semeadura € introduzir na amostra uma popula

cao biologica capaz de oxidar a materia organica presente.  Quando
jé existem microrganismos na amostra, como no casojdepesgotos, aguas
de superficie e alguns efluentes nao clorados, nagjé preciso  empre
gar semente. Quando nao houver microrganismos na am@$tra ou guando
houver poucos (em virtude de temperatura eleVadalhou condigaes extre

mas de pH) e preciso empregar semente.

A-1.2 O material mais comumente empregado como semente e esgoto do

méstico sedimentado armazenado a 20°C por 24 a 364h, com aeragao.

A-1.3 Quando o material organico a sen oxidadoWmao ¢ facilmente oxi
davel pelos microrganismos do esgoto doméstico, emprega-se semente
adaptada a utilizagao deste material organico. A semente adaptada

pode ter diferentes origens:

a) efluentes de um processo de tratamento biolégico que rece
be material organico emhguestad;

b) uma porgao de égua dopcurso que recebe o material em ques
tao, alguns quilametros apés 0 seu ponto de langamento
no curso d'égua;

c) adaptada em laboratorio.

A-2 Adaptagao da sementelhem laboratorio
A

-2.1 Coletar uma amQoStra Tepresentativa do residuo (A).

A-2.2 Coletar umay amostra de“esgoto domeéstico em uma estagao de tra

tamento onde naof hajagcontribuigao de efluentes industriais (E).

A-2.3 Colocar{uma amostpa do rio em que o efluente vai ser langado
a 2-3- -km do pontoide lancamenta, isto €, num ponto em que ainda ha
Jja Vestigios do 'despe jo (odor, cor, materia orgénica e organismos
adaptados ) (R).

A-2.4 Detefminar pH, DQO e concentragao de toxicos da amostra (A).

A-2.5 Misturar (BE) com (R). Esta mistura constitui a fonte de mi

crorganismos para adaptagao (M).

A-2.6 Num recipiente, colocar porgoes de (A) e de (M), cujos volu
mes sao fungao da concentragao de toxicos, de forma que a mistura

M1 resultante tenha DQO da ordem de 60 mg/L.
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A-2.7 Aerar a temperatura ambiente e sem luz durante 24 h.

A-2.8 Retirar 1/3 do volume de M1 e fazer exame biologico (quantidg

de de protozoarios) e DQO.

A-2.9 Completar o volume inicial de (Ml), com uma mistura de esgoto

domestico e despejo, de mddo que a DQO da nova mistura (M2) seja de
60 mg/L aproximadamente.

A-2.10 Repetir os itens A—2.7,'A—2.8, A-2.9, completando uantidades

crescentes de amostra, ate que o valor da DQO eja Dbaixo
e o exame biologico indique bom aumento do n?

entao, a mistura como semente sem nova substi

A-2.11 Se a matéria organica da amostra for di degradar,

acrescentar substancia organica e, quando esta
substancia, comtinuar o processo substituil vamente a subs

tancia pela amostra, 10 a 20% cada vez.
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