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TECNICA ANALITICA PARA LA DETERMINACION DE DBO5

1.
PRINCIPIO DEL METODO
La determinación de la demanda bioquímica de oxígeno es un test empírico que consiste en determinar el oxígeno consumido por microorganismos, cuando se incuba una muestra en la oscuridad a 20°C, durante 5 días, determinándose el oxígeno disuelto con el método Winkler azida modificada.

2.
TIPO DE TECNICA

Incubación a 20°C por cinco días y volumetría.

3.
APARATOS Y EQUIPOS

3.1      Botella de incubación.

De capacidad 250 a 300 mL, con tapa de vidrio esmerilado. Lavar las botellas con detergente libre de fosfatos y enjuagar a fondo antes de usar. Como precaución, para evitar que entre aire dentro de la botella de dilución durante la incubación, emplear un sello de agua. Esto se logra, ya sea agregando agua a la boca esmerilada de la botella de incubación, o bien sumergiendo la botella en el baño de agua, de ser este último el utilizado.

3.2
Incubador de aire o baño de agua.

Con control de temperatura a 20 ± 1°C. Excluir toda fuente de luz para prevenir la posibilidad de producción de oxígeno por fotosíntesis.

4.
REACTIVOS Y SOLUCIONES

4.1      Reactivos

4.1.1 Potasio dihidrógeno fosfato, KH2PO4 


4.1.2 Dipotasio hidrógeno fosfato, K2HPO4 
4.1.3 Disodio hidrógeno heptahidrato, Na2HPO4 x 7 H2O 
4.1.4 Cloruro de amonio, NH4Cl 
4.1.5 Sulfato de Magnesio Heptahidrato, MgSO4 x 7 H2O 
4.1.6 Cloruro de Calcio, CaCl2 
4.1.7 Cloruro férrico hexahidrato, FeCl3 x 6 H2O 
4.1.8 Acido sulfúrico, H2SO4 95-97% 
4.1.9 Sulfito de sodio, Na2SO3 
4.1.10  2-cloro-6-tricloro metil piridina, C6H3NCL4 
4.1.11  Glucosa, C6H12O6 
4.1.12  Acido glutámico, C5H9NO4 
4.1.13  Hidróxido de sodio, NaOH 
4.1.14  Sulfato de manganeso tetrahidrato, MnSO4 x 4 H2O 
4.1.15  Ioduro de potasio, KI 
4.1.16  Azida de sodio, NaN3 
4.1.17  Almidón.
4.2 Soluciones.    

4.2.1 Solución buffer fosfato: disolver 8,5 g de HH2PO4, 21,75 g  de KH2PO4, 33,4 g de Na2HPO4 x 7 H2O y 1,7 g NH4Cl en alrededor de 500 mL de agua destilada y diluir a un litro. El pH debe ser 7,2 sin proceder a un mayor ajuste. Descartar la solución o cualquiera de las soluciones siguientes si se observan signos de crecimiento biológico.

4.2.2 Solución de sulfato de magnesio: disolver 22,5 g de MgSO4 x 7 H2O en agua destilada y diluir a un litro.

4.2.3 Solución de cloruro de calcio: disolver 27,5 g de CaCl2 en agua destilada y diluir a un litro.

4.2.4 Solución de Cloruro férrico: disolver 0,25 g de FeCl3 x 6 H2O en agua destilada y diluir a un litro.
4.2.5 Acido sulfúrico 1 N: añadir cuidadosamente 28 mL de H2SO4 95-97 % a un volumen de agua destilada y diluir a un litro.

4.2.6 Hidróxido de sodio 1 N: disolver 40 g de NaOH en agua destilada y diluir a un litro.

4.2.7 Solución de sulfito de sodio: disolver 1,575 g de Na2SO3 en un litro de agua destilada. Esta solución no es estable, preparar diariamente.

4.2.8 Solución de cloruro de amonio: disolver 1,15 g de NH4Cl en alrededor de 500 mL de agua destilada, ajustar el pH a 7,2 con solución de NaOH y diluir a un litro. Esta solución contiene 0,3 mg N/mL.

4.2.9 Solución de manganeso: disolver 480 g de MnSO4 x 4 H2O (ó 400 g de MnSO4 ó 364 g de MnSO4 x H2O) en agua destilada, filtrar y diluir a un litro. Esta solución no debe dar color en presencia de almidón, al añadir una solución de KI en medio ácido.

4.2.10 Reactivo Alcali-Yoduro-Azida: disolver 500 g de NaOH (ó 700 g KOH) y 135 g de NaI (ó 150 g de KI) en agua destilada y diluir a un litro. Añadir 10 g de NaN3 disueltos en 40 mL de agua destilada. Este reactivo no debe dar color alguno, en presencia de almidón, al añadir una solución de KI en medio ácido.

4.2.11 Solución de almidón 2 %: preparar una solución acuosa de almidón disolviendo 2 g de almidón soluble en 100 mL de agua destilada caliente.

4.2.12 Solución patrón de Na2S2O3 0,025 N: disolver 6,205 g de Na2S2O3 x 5 H2O en agua destilada. Añadir 1,5 mL de NaOH ó 0,4 g de NaOH en pellet y diluir a 1000 mL. Estandarizar con solución de dicromato de potasio.
5. PROCEDIMIENTO

5.1 Preparación de agua de dilución.

5.1.1 Colocar un volumen apropiado de agua en un recipiente limpio.

5.1.2 Añadir por cada litro de agua, 1 mL de las soluciones de buffer fosfato, sulfato de magnesio, cloruro de calcio y cloruro férrico.

5.1.3 Llevar a la temperatura de 20°C, la solución, previo a la dilución de las muestras.

5.1.4 Saturar con oxígeno disuelto la solución, por agitación o por aireación con aire filtrado, libre de sustancias orgánicas.
5.2 Revisión del agua de dilución. 

Usar este procedimiento para un chequeo rápido.

5.2.1
Incubar, una botella DBO5 con agua de dilución cinco días a 20°C.

5.2.2
Determinar oxígeno inicial y final.

5.2.3

El oxígeno consumido no debe ser mayor a 0,2 mg/L y preferentemente no mayor que 0,1 mg/L.

5.3 Inóculos.

Es necesario tener una población de microorganismos capaz de oxidar la materia orgánica de la muestra. El inóculo adecuado es un efluente de un sistema de tratamiento biológico que procesa un residuo líquido. Cuando este inóculo no está disponible, usar el sobrenadante de un desecho domestico luego de dejarlo decantar a temperatura ambiente a lo menos una hora y no más de 36 horas. Alternativamente usar un inóculo comercial para obtener la población de microorganismos necesaria. Determinar el DBO5 del inóculo tal como para una muestra, constituyendo esto el control inóculo. Del valor obtenido en el control y conociendo la dilución del inóculo en el agua de dilución, determinar el consumo de oxígeno por parte del inóculo. Para obtener el consumo de oxígeno de la muestra restar al oxígeno disuelto total el oxígeno disuelto correspondiente al inóculo.

5.4 Pretratamiento de la muestra.

5.4.1 Muestras con alcalinidad o acidez: neutralizar las muestras a pH 6,5 - 7,5 con H2SO4 1N ó NaOH 1N según corresponda. Procurar no diluir la muestra más que 0,5 %.

5.4.2 Muestras que contiene cloro residual: en lo posible evitar muestras que tengan cloro residual, muestreando antes del proceso de cloración. Si la muestra ha sido clorada pero no se detecta cloro residual, es conveniente usar agua de dilución con inóculo. Destruir el cloro residual agregando solución de Na2SO3 para esto es necesario determinar el volumen de solución de Na2SO3 necesario para descomponer el cloro presente en la muestra neutralizada agregando 10 mL de ácido acético (1:1) ó ácido sulfúrico (1:50), 10 mL de solución de yoduro de potasio 10 % y titular con Na2S2O3 0,025N hasta el viraje del indicador almidón.

5.4.3 Muestras que contienen otras sustancias tóxicas: algunos residuos industriales contienen metales tóxicos, en tal caso se requiere de un tratamiento y estudio especial.

5.4.4 Muestras sobresaturadas con oxígeno disuelto: en muestras que contengan más de 9 mg/L de oxígeno disuelto a 20°C es necesario llevar a la saturación a 20°C por agitación vigorosa o por aireación con aire comprimido limpio.

5.4.5 Ajuste de temperatura: ajustar la temperatura de las muestras a 20°C ± 1 antes de hacer las diluciones.

5.5 Técnicas de dilución: las diluciones que producen resultados más confiables son aquellas donde el oxígeno residual después de cinco días de incubación a 20°C es al menos 1 mg/L y el consumo de oxígeno de 2 mg/L.

Hacer varias diluciones de una muestra es recomendable para obtener estos rangos de mediciones. En ausencia de mayores antecedentes emplear el siguiente criterio para la dilución:

· 0,0% a 1,0%: residuos industriales concentrados.

· 1,0% a 5,0%: Agua de desechos, cruda y decantada.

· 5,0% a 25%: Efluentes tratados biológicamente.

· 25% a 100%: Agua de ríos contaminada.

5.6 Dilución de botella DBO.

5.6.1 Usando una pipeta de punta ancha agregar el volumen de muestra a una botella de DBO de capacidad conocida.

5.6.2 Llenar las botellas con suficiente agua de dilución, con inóculo si es necesario, de tal modo que la inserción del tapón desplace todo el aire, sin dejar burbujas.

5.6.3  En el caso de diluciones mayores que 1:100, realizar una dilución de la muestra al matraz volumétrico, previo a tomar la muestra para la dilución en la botella.

5.6.4 Para la medición de oxígeno disuelto, es necesario preparar dos botellas de cada dilución.

5.6.5 Determinar el oxígeno disuelto de una botella, tapar la segunda botella, sellar con agua e incubar 5 días a 20°C.

5.6.6  Determinar el oxígeno disuelto en la botella, rellenar la botella con agua de dilución, tapar, sellar con agua e incubar 5 días a 20°C.
5.7 Determinación de oxígeno inicial: por volumetría, método yodométrico modificación de Azida.

5.7.1 A la botella que contiene la muestra añadir sucesivamente 1 mL de la solución MnSO4 y 1 mL de solución Alcali – Yoduro – Azida.

5.7.2 Tapar cuidadosamente, excluir las burbujas de aire y mezclar por inversión varias veces.

5.7.3 Cuando el precipitado ha sedimentado, añadir 1 mL de H2SO4 concentrado.

5.7.4 Volver a tapar y mezclar por inversión varias veces hasta que la disolución sea completa.

5.7.5 Titular un volumen de 200 mL con Na2S2O3 0,025 N hasta color amarillo pálido, añadir algunas gotas de solución de almidón y continuar la titulación hasta desaparición del color azul.

5.7.6 Al titular 200 mL de muestra, 1 mL de solución de Na2S2O3 0,025 N equivale a 1 mgO2/L. 
5.8 Blanco de agua de dilución: utilizar un blanco de agua de dilución sin inóculo, como una estimación de la calidad del agua y el grado de limpieza de las botellas de incubación. Junto a cada lote de muestras incubar una botella de agua de dilución. Determinar el oxígeno disuelto inicial y final de acuerdo al item 5.8.

El consumo de oxígeno no debe ser mayor que 0,2 mg/L y en lo posible no mayor a 0,1 mg/L.

5.9 Incubación: incubar a 20± 1°C por 5 días las botellas DBO que contienen:

· Diluciones de la muestra.

· Control inóculo.

· Blanco de agua de dilución.

· Chequeo Glucosa – Acido glutámico.

5.10 Determinación de oxígeno disuelto final: después del quinto día de incubación determinar el oxígeno disuelto de todas las botellas incubadas de acuerdo al ítem 5.8.

6 EXPRESION DE RESULTADOS

6.1 Muestras con agua de dilución no inoculada.

DBO5, mg/L = (D1 – D2 ) x 0,025N x 8000 x Volumen botella

                                      Volumen titulado  x  Volumen muestra

Donde:

D1: oxígeno disuelto de la muestra diluida inmediatamente después de la preparación, mg/L.

D2: oxígeno disuelto de la muestra diluida después de cinco días de incubación a 20°C, mg/L.

P: Fracción volumétrica decimal de la muestra.
6.2 Muestras con agua de dilución inoculadas.

DBO5, mg/L: ((D1 – D2) – (B1 – B2) x f)/ P

Donde:

D1: oxígeno disuelto de la muestra diluida inmediatamente después de la preparación, mg/L

D2: Oxígeno disuelto de la muestra diluida después de cinco días de incubación a 20°C, mg/L.

B1: oxígeno disuelto del control inóculo antes de la incubación, mg/L.

B2: oxígeno disuelto del control inóculo después de la incubación, mg/L.

F: Proporción entre inóculo en la muestra diluida  e inóculo en el control inóculo. (% inóculo en la muestra diluida)/ (% inóculo en el control de inóculo).

P: Fracción volumétrica decimal en la muestra:
Si el inóculo es añadido directamente a la muestra o a las botellas del control de inóculo entonces:
F: (volumen de inóculo en muestra diluida)/(volumen de inóculo en el control inóculo).

Reportar los resultados como CDBO5, si se emplea el reactivo inhibidor de la nitrificación.

No se deben hacer correcciones por el consumo de oxígeno disuelto por el blanco de agua de dilución. Esta corrección es necesaria si el agua de dilución cumple el criterio estipulado para el blanco (item 5.9). Si el agua de dilución no cumple con este criterio es muy difícil hacer algún tipo de corrección y los resultados se tornan dudosos.

7. INTERFERENCIAS.

7.1 Si se toma en consideración el pretratamiento adecuado para la muestra, es posible reducir las interferencias debidas a pH de la muestra fuera del rango 6,5 a 7,5; presencia de cloro residual, presencia de sustancias tóxicas, y sobresaturación de oxígeno. 
8. PRECISION.

Conforme a Standard Methods (2005), en una serie de estudios inter-laboratorios incluyendo desde 2 a 112 laboratorios (con varios analistas y diferentes fuentes de inóculo), se realizaron mediciones de DBO5 días en muestras de agua que contenían una mezcla 1:1 de glucosa y ácido glutámico en el rango de 3,3 a 231 mg/L. La ecuación de regresión para el valor medio X y desviación estándar, S, fueron:

X: 0,658  (nivel agregado mg/L) + 0,280 mg/L.

S: 0,100  (nivel agregado mg/L) + 0,547 mg/L. 
Para una mezcla de estándar primario de 300 mg/L el promedio de DBO5 días fue 198 mg/L con una desviación estándar de 30,5 mg/L
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